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Lyhyehköjä oligonukleotideja tarvitaan isossa mittakaavassa moneen eri tarkoitukseen kemiallisesta
perustutkimuksesta mahdollisten antisense-lääkkeiden tutkimiseen ja valmistukseen.
Oligonukleotidien voidaan valmistaa monella eri menetelmällä. Tämän työn kirjallisuusosio käsittelee
oligonukleotidien synteesiä isossa mittakaavassa. Käsittelyn alla on eri kytkentäreaktioita, joilla
synteesi voidaan tehdä, synteesin skaalattavuuten vaikuttavia tekijöitä, sekä oligonukleotidisynteesin
automatisointia ja puhdistusta. Työn kokeellisessa osiossa kuvaillaan lyhyiden oligonukleotidien ison
mittakaavan synteesin kehittämistä.
Nykyään oligonukleotidisynteesi tehdään yleensä kiintokantajan pinnalla automatisoidulla
syntetisaattorilla. Markkinoilla on olemassa paljon erilaisia syntetisaattoreita sekä laboratorio- että
teollisuustarpeisiin. Syntetisaattoreilla tehtävän synteesin mittakaava on kuitenkin rajallinen.
Esimerkiksi oligonukleotidien kemialliseen perustutkimukseen tarvitaan paljon suurempia määriä
oligonukleotidia, kuin mitä laboratoriomittakaavan syntetisaattorilla voidaan valmistaan. Lisäksi
teollisuusmittakaavan syntetisaattorit eivät voi kasvaa rajattomasti vastaamaan teollisuuden kasvavaa
tarvetta.
Vaihtoehtoisia mentelmiä oligonukleotidien syntetisoimiseen liuoksessa tai liukoisella kantajalla
kehitetään jatkuvasti. Liuoksessa tehtävää synteesiä pyritään helpottamaan muuttamalla synteesiä
niin, että reaktioiden välinen puhdistus voidaan tehdä menetelmällä, joka soveltuu paremmin ison
mittakaavan synteesiin kuin perinteinen silikakromatografia. Toinen lähestymistapa on tehdä synteesi
liukoisen kantajan pinnalla, jolloin reaktioiden välinen puhdistus voidaan tehdä saostamalla. Tässä on
koottu yhteen tähän asti kehitetyt vaihtoehtoiset menetelmät. Uskotaan, että jokin näistä
vaihtoehtoisista menetelmistä tulee korvaamaan kiintokantajamenetelmän tulevaisuudessa ison
mittakaavan oligonuklotidisynteesissä.
Kokeellisessa osiossa kehitettiin menetelmä lyhyiden oligonukleotidien synteesiin isossa
mittakaavassa. Kehitetty synteesi hyödyntää H-fosfonaattimenetelmää ja synteesi tehdään liukoisen
polyetyleeniglykolikantajan pinnalla. Polyetyleeniglykoli on liukoinen reaktio-olosuhteissa, mutta tuote 
saadaan helposti
saostettua eetterillä reaktioiden välissä. Menetelmää käytettiin TTT-oligonukleotiditrimeerin
valmistamiseen. Menetelmä vaikuttaa pienellä jatkokehityksellä hyvin lupaavalta laboratoriossa
tehtävään ison mittakaavan oligonukleotidisynteesiin.
Oligonukleotidisynteesi, fosforamidiittimenetelmä, H-fosfonaattimenetelmä, liukoinen kantaja
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Lyhyehköjä oligonukleotideja ja niiden muunnoksia tarvitaan moneen eri tarkoitukseen
kemiallisesta perustutkimuksesta mahdollisten antisense-lääkkeiden1,2 tutkimiseen ja
valmistamiseen. Näihin ja muihin tarkoituksiin oligonukleotideja tarvitaan suhteellisen
isossa mittakaavassa sekä laboratorion että teollisuuden tarpeisiin.
Antisense-lääkkeet perustuvat teoriaan, jossa sairauksia aiheuttavat geenit tai vi-
rukset deaktivoidaan estämällä niiden lähetti-RNA:n toimintaa sitomalla siihen
vastin-DNA tai -RNA.3 Tällöin tieto ei pääse kulkemaan DNA:n ja proteiinien
välillä ja geenin toiminta estyy. Valitettavasti käytäntö ei ole yhtä yksinkertaista
kuin teoria. Ensinnäkin modifioimattomat DNA- ja RNA-ketjut eivät ole stabiileja
kehossa, vaan ne hajoavat nukleaasientsyymien vaikutuksesta. Ratkaisu tähän on
käyttää tiofosfaatteja tai muita modifioituja oligonukleotideja tavallisten oligonukleo-
tidien sijaan. Tiofosfaattien käyttö on toimiva ratkaisu monessa tilanteessa niiden
liukoisuuden ja antisense-aktiivisuuden ansiosta. Kaikki tähän mennessä markkinoille
päätyneet antisense-lääkkeet ovat tiofosfaatteja ja myös suuri osa kehitteillä olevista
antisense-lääkkeistä ovat tiofosfaatteja. Tiofosfaattien huonona puolena ovat niiden
sivuvaikutukset etenkin hepariinia sitovia kasvutekijöitä kohtaan.
Toinen vaikeus on saada antisense-lääke selektiivisesti soluun ja sitoutumaan inhibi-
toitavaan RNA:n. Mekanismi, jolla lääke pääsee soluun, ei ole kunnolla tunnettu, ja
yleensä tarpeeksi suuri määrä oligonukleotidia ei pääse sisään soluun itsestään. Oligo-
nukleotidin kuljettamiseen solun sisälle on kehitetty vektoreita. Ensimmäiset kehitetyt
vektorit olivat liposomeja, joiden pinnalle tai sisäpuolelle oligonukleotidit voidaan
sitoa. Neutraalit tai positiivisesti varatut liposomit pääsevät paljon helpommin solu-
kalvon läpi kuin negatiivisesti varatut oligonukleotidit. Kun vektori on päässyt soluun,
liposomiiin lisätyt auttajamolekyylit auttavat oligonukleotidien vapautumista soluun.
Kationisia polymeerejä on myös käytetty vektoreina liposomien lisäksi. Mikä tahansa
vastinoligonukleotidi ei pysty sitoutumaan lähetti-RNA:n. Tämä saattaa johtua
lähetti-RNA:n ympäristöstä ja 3D-rakenteesta, joka estää antisens-lääkkeen pääse-
mistä tarpeeksi lähelle. Tämä vaikeuttaa huomattavasti sopivien antisense-lääkkeiden
löytämistä.3
Kaikista vaikeuksista huolimatta tähän mennessä on kehitetty kaksi markkinoilla ole-
vaa antisense-lääkettä. Vitravene on ensimmäinen markkinoille tullut antisense-lääke.
Se hoitaa CMV retinitis nimistä verkkokalvon virustulehdusta. CMV retinitis on AIDS
potilailla esiintyvä tauti, joka hoitamattomana johtaa sokeuteen.4 Toinen julkaistu
lääke on Kynamoro, joka hoitaa FH-tautia eli familiaarista hyperkolesterolemiaa.
FH-tauti on perinöllinen sairaus, joka aiheuttaa korkeaa kolesterolia, joka vuorostaan
johtaa sydänsairauksiin.5 Antsiense-lääkkeet G3139 ja Isis 3521 ovat esimerkkejä
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lupaavista uusista kehitteillä olevista lääkkeistä. G3139:ä tutkitaan mahdolliseksi
lääkkeeksi melanooman hoitoon ja Isis 3521:ä tutkitaan keuhkosyövän hoidoksi.3
Nykyään suurin osa oligonukleotideista valmistetaan fosforamidiittimenetelmällä
kiintokantajalla käyttäen apuna automatisoituja syntetisaattoreita.6 Menetelmä ei
kuitenkaan ole ideaalinen skaalattavuuden kannalta ja esimerkiksi laboratoriokäyttöön
tarkoitetulla syntetisaattorilla parin sadan milligramman oligonukleotidin valmis-
tamiseen tarvitaan kymmeniä toistoja.7 Tämän takia useat tutkimusryhmät ovat
kehittämässä vaihtoehtoisia menetelmiä lyhyiden oligonukleotidien valmistamiseen.
Tässä on käsitelty oligonukleotidien valmistusta isossa mittakaavassa eri menetelmien
avulla.
1.2 Kytkentäreaktiot
Oligonukletidien valmistamiseen käytetään yleisesti kolmea erilaista kytkentäreaktiota.
Nämä ovat fosforamidiittimenetelmä, H -fosfonaattimenetelmä ja fosfotriesterimene-
telmä. Kaikilla menetelmillä on hyvät ja huonot puolensa ja ne sopivat eri tilantei-
siin.
1.2.1 Fosforamidiittimenetelmä
Fosforamidiittimenetelmässä käytetään monomeerinä P(III)-hapetusasteella olevaa
fosforamidiittia (1) (Kaavio 1).8 Yleisimmin käytetyssä fosforamidiitissa aminoryhmä
on N,N -diisopropyyliamiini ja fosfiitti on suojattu syanoetyyli- tai metyyliryhmällä
(R1, Kaavio 1). Fosforamidiittimonomeerin 5’-hydroksyyliryhmä suojataan usein
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Kaavio 1: Yleisesti käytetty fosforamidiittimonomeeri
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Oligonukleotidisynteesi tehdään toistamalla nelivaiheista reaktiosykliä. Joka sykli
pidentää kasvavaa oligonukleotidiaketjua yhdellä nukleotidillä. Synteesisyklin vaiheet
ovat 5’-hydroksyyliryhmän:n suojaryhmän irrotus, kytkentäreaktio, asetylointi ja
fosfiitin hapetus fosfaatiksi (Kaavio 2). Synteesi voidaan tehdä liuoksessa tai niin, että
ensimmäinen monomeeri on sidottu kiintokantajaan kuten CPG:hen (Controlled Pore





























































Kaavio 2: Fosforamidiittimenetelmän synteesisykli
Vaihe 1: Suojaryhmän poisto. Trityylisuojaryhmä poistetaan kasvavan ket-
jun 5’-hydroksyyliryhmästä hapon avulla. Depurinaatio, eli adeniinin ja guaniinin
irtoaminen sokeriosasta, on myös happokatalysoitu reaktio, mikä täytyy ottaa
huomioon suojaryhmäkemiaa suunniteltaessa. Jos synteesissä usein toistuva 5’-
hydroksyyliryhmän suojauksen poisto johtaa depurinaatioon, saattaa depurinoidun
tuotteen määrä olla huomattava synteesin päätteeksi. Siksi yleisimmin käytetään
mahdollisimman happolabiilia trityylisuojausta. Yleisesti käytettyjä happoreagensseja
ovat 2 % trikloorietikkahappo (TCA) ja 3 % dikloorietikkahappo (DCA) dikloorime-
taanissa.8 Dikloorimetaanin voi myös korvata tolueenilla, jos halutaan välttää kalliiden
ja ympäristölle haitallisten kloorattujen liuottimien käyttöä.10 Trityylisuojauksen
poistamiseen on myös kehitetty tarkasti optimoitu menetelmä, jossa trityyliryhmä
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irrotetaan etikkahappopuskurin avulla depurinaation minimoimiseksi.11
Vaihtoehtoisesti 5’-hydroksyylisuojaryhmiksi, erityisesti ison mittakaavan synteesiin,
on esitetty helpommin irrotettavaa suojaryhmää kuten 5’-O-2,7-dimetyylipiksyyli
(DMPx),12 jolloin tarvittu happokäsittely on miedompi. Miedompi happokäsittely
vähentää depurinaatiota ja helpottaa happolabiilien modifikaatioiden lisäämistä oligo-
nukleotidiin.6
Detritylointi on reversiibeli reaktio, joka ei aina mene loppuun asti.13 Tämä ei ole on-
gelma kiintokantajalla tehtävässä synteesissä, sillä irronnut trityyliryhmä huuhdellaan
pois reaktion aikana. Liuoksessa tehtävässä synteesissä tämä saattaa kuitenkin olla
ongelma, ja detritylaatio saattaa olla vaikea saattaa loppuun. Poistajan (scavenger)
eli yhdisteen, joka deaktivoi vapautuvan trityylikationin, käyttö voi ratkaista tämän
ongelman. Poistajana on käytetty esimerkiksi pyrrolia, trietyylisilaania, metanolia ja
etanolia.
Vaihe 2: Kytkentäreaktio. Synteesisyklin seuraavassa vaiheessa seuraava nukleotidi
liitetään kasvavan ketjun 5’-päähän aktivaattorin avulla (Kaavio 3).6,13–15 Aktivaatto-
rina on perinteisesti käytetty 1H -tetratsolia (2), jolla saadaan aikaan kytkentäreaktio
hyvällä saannolla. 1H -tetratsoli on kuitenkin räjähtävä ja se liukenee huonosti ase-
tonitriiliin ja pyridiiniin, joten se on huono valinta ison mittakaavan synteesiin sekä
turvallisuuden, että kustannustehokkuuden kannalta. Nykyään ison mittakaavan
DNA-synteesissä 1H -tetratsoli on usein korvattu 4,5-disyanoimidatsolilla (DCI) (3) ja
RNA-synteesissä 5-etyylitio-1H -tetratsolilla (ETT) (4). Nämä molemmat ovat sekä












1H-tetratsoli 4,5-disyanoimidatsoli (DCI) 5-etyylitio-1H-tetratsoli (ETT)
2 3 4
Kaavio 3: Yleisesti käytössä olevia fosforamidiittimenetelmän aktivaattoreita
Vaihe 3: Asetylointi. Kytkentäreaktion jälkeen reagoimattomat 5’-
hydroksyyliryhmät deaktivoidaan asetyloimalla. Tämä tehdään, koska puhdis-
tuksessa on vaikeaa erottaa oligonukleotideja, joiden pituus eroaa vain muutamalla
nukleotidilla. Asetylointi tehdään etikkahapoanhydridillä, N -metyyliimidatsolilla ja
2,6-lutidiinilla asetonitriilissä.6
Vaihe 4: Hapetus. Synteesisyklin viimeisessä vaiheessa epästabiili, hapetusasteella
P(III) oleva, fosfiitti hapetetaan stabiilimmaksi P(V)-fosfaatiksi. Tämä tehdään
yleensä jodilla vesi-pyridiini tai vesi-THF -liuoksessa.9
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Yllä olevaa synteesisykliä toistetaan, kunnes oligonukleotidiketju on halutun mit-
tainen. Synteesin jälkeen oligonukleotidi eristetään ja puhdistetaan. Oligonukleotidi
irrotetaan mahdollisesta kantajasta, ja suojaryhmät poistetaan väkevän ammoniakin
avulla. Lopuksi tuote puhdistetaan.
Fosforotioaati on hyvin tärkeä oligonukleotidimodifikaatio jota käytetään mm.
antisense-lääkkeissä. Siinä fosfaatti on korvattu entsymaattisesti stabiilimmalla tiofos-
faatilla. Näitä oligonukleotideja voidaan valmistaa helposti fosforamidiittimenetelmällä
tekemällä hapetus ennen asetylointivaihetta. Rikkihapettimena voidaan käyttää esi-



























Kaavio 4: Sulfonyloidun oligonukleotidin hapetusvaihe
Fosforamidiittimenetelmä on paljon käytetty menetelmä oligonukleotidisynteesissä.
Menetelmää käytetään erityisen automatisoidussa oligosynteesissä kiintokantajalla,
jolloin synteesisyklin saannoksi saadaan monella syntetisaattorilla yli 99 %. Fos-
foramidiitti on hyvin herkkä vedelle ja se hydrolysoituu helposti. Tämän takia
fosforamidiittimenetelmä on hyvin hankala tehdä käsin ja saanto on yleensä paljon
huonompi kuin automatisoidussa reaktiossa.
1.2.2 H -fosfonaattimenetelmä
H -fosfonaattimenetelmässä monomeerinä käytetään hapetusasteella P(III) olevaa
H -fosfonaattia (Kaavio 5), jonka pysyvin tautomeeri (6) on tetraedrinen.9,17,18
Tetraedrisen tautomeerin fosforiatomi on elektrofiilinen eikä sillä ole vapaita elektroni-
pareja. Tämän ansiosta H -fosfonaatti on paljon stabiilimpi hapetusta ja hydrolysointia

















Kaavio 5: Yleisesti käytetty H -fosfonaatti
H -fosfonaatin stabiilimman rakenteen ansiosta synteesisyklin hapetusvaihetta ei
tarvitse toistaa joka synteesisyklin päätteeksi kuten fosforamidiittimenetelmällä, vaan
riittää, että hapetus tehdään koko synteesin lopuksi ennen tuotteen eristystä ja puh-
distusta. Tämä helpottaa ja nopeuttaa synteesiä, sillä synteesisyklissä on vain kolmen













































Kaavio 6: H -fosfonaattimenetelmän synteesisykli
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Suojaryhmän poisto. 5’-hydroksyyliryhmän trityylisuojaus irrotetaan kasva-
















7 8 9 10 11 12
Kaavio 7: Tavallisia H-fosfonaattimenetelmän aktivaattoreita
Kytkentäreaktio. Kytkentäreaktiossa uusi nukleotidi liitetään kasvavaan oli-
gonukleotidiin kytkentäreagenssin avulla. Kondensaatioreaktio tehdään yleensä
happokloridilla tai kloorifosfaatilla ACN:n ja pyridiinin seoksessa (Kaavio 7). Pivao-
yylikloridi (7) on kaikkein eniten käytetty kytkentäreagenssi, mutta myös adamantaa-
nikarboksyylihappokloridia (8), bis-(2-okso-3-oksatsolidinyyli)fosfiinikloridi (BOP-Cl)
(9), difenyylifosfokloridia (10), 2-kloori-5,5-dimetyyli-1,3,2-dioksafosforinaani-2-
oksidia (11) ja N -bromisukkinimidi (NBS) (12) käytetään.9,19–21
Asetylointi. Asetylointi tehdään H -fosfonaattimenetelmällä samalla tavalla kuin yllä
on selitetty fosforamidiittimenetelmälle.
Kun oligonukleotidi on halutun mittainen se hapetetaan ennen, kun tuote puh-
distetaan ja eristetään. Hapetus tehdään yleisesti jodilla vesi-pyridiini -liuoksessa.
H -fosfonaattimenetelmällä voidaan valmistaa fosfaattimodifoituja oligonukleotideja
suorittamalla hapetusvaihe vedettömissä olosuhteissa. Esimerkiksi tiofosfaattioligo-
nukleotidi voidaan valmistaa hapettamalla rikillä pyridiinin ja rikkihiilen seoksessa.9,22
H -fosfonaattimenetelmä on yleisesti käytetty menetelmä oligonukleotidijen synte-
tisointiin fosforamidiittimenetelmän rinnalla. H -fosfonaattimenetelmä ei ole yhtä
herkkä vedelle kuin fosforamidiittimenetelmä, joten se soveltuu paljon paremmin
laboratoriossa käsin tehtävälle oligonukleotidisynteesille. H -fosfonaattimenetelmällä
osa ylimäärämonomeeristä on mahdollista saada takaisin. Lisäksi se soveltuu erityisen
hyvin RNA-synteesiin.9 H -fosfonaattimenetelmä kytkentäreaktion saanto on yleisesti
pienempi kuin automatisoidulla fosforamidiittimenetelmällä13
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1.2.3 Fosfotriesterimenetelmä
Fosfotriesterimenetelmä on ensimmäinen oligonukleotidisynteesissä käytetty mene-
telmä.23,24 Nykyään sitä käytetään hyvin vähän, sillä H -fosfonaattimenetelmä ja
fosforamidiittimenetelmä ovat syrjäyttäneet sen lähes täysin. Joissakin erikoistapauk-
































Kaavio 8: Fosfotriesterimenetelmän monomeeri
Fosfotriesterimenelmässä monomeereinä käytetään valmiiksi hapetusasteella P(V)
olevia nukleotidejä (Kaavio 8).7,25 Tällöin hapetusvaihetta ei tarvita lainkaan. Fos-
faatti on suojattava samalla tavalla kuin fosforamidiittimenetelmässä. 2-kloorifenyyli
(14) ja syanoetyyli (13) ovat tähän tarkoitukseen käytettyjä suojaryhmiä. Lisäksi
fosfaatti aktivoidaan sopivalla ryhmällä kuten 1-hydroksibentsotriatsolilla (15) tai 1-
(mesityylisuofonyyli)-3-nitro-1H -1,2,4-triatsolilla (MSNT) (16). Kytkentäreagenssinä
käytetään yleensä 1-metyylimidatsolia (17).
Synteesissä toistetaan synteesisykliä vastaavalla tavalla kuin muissakin synteesimene-
telmissä. Ensin 5’-hydroksyyliryhmä:n suojaryhmä poistetaan niin kuin aiemmin on
kuvattu. Seuraavaksi tehdään kytkentäreaktio liittämällä juuri aktivoitu fosfotriesteri
katalyytin avulla kasvavaan ketjuun. Lopuksi tehdään tarvittaessa asetylointi reagoi-
mattomien OH-ryhmien deaktivoimiseksi. Kun oligonukleotidi on halutun mittainen,
suojaryhmät poistetaan tuotteesta, ja tuote puhdistetaan ja eristetään.
Fosfotriesterimenetelmän hyvänä puolena on, että hapetusvaihetta ei tarvitse tehdä
lainkaan, sillä reaktio tehdään jo valmiiksi hapetusasteella P(V) olevalla fosforilla.
Etenkin manuaalisesti tehtävälle synteesille tämä on hyödyllinen piirre sillä työmäärä
vähenee.7 Lisäksi menetelmä ei ole niin herkkä kosteudelle, ja fosfotriesterit ovat muu-
tenkin suhteellisen stabiileja yhdisteitä.25 Fosfotriesterimenetelmän kytkentäreaktio
on kuitenkin paljon hitaampi kuin muilla menetelmillä ja sen saanto on huomattavasti
pienempi.
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1.3 Oligonukleotidisynteesin skaalattavuuteen vaikuttavat te-
kijät
Kuten aikaisemmin tekstissä on mainittu, oligonukleotideja voidaan valmistaa kol-
mella eri tavalla. Synteesin voidaan tehdä joko kiintokantajan pinnalla, liuoksessa tai
näiden välimuodolla liukoisella kantajalla. Näille menetelmille on olemassa useita eri
variaatioita.
1.3.1 Oligonukleotidisynteesi kiintokantajan pinnalla
Kiintokantajasynteesi kehitettiin lähes yhtä aikaa sekä polypeptideille että oligo-
nukleotideille. Robert Merrifield kehitti polypeptidisynteesin kiintokantajalla vuonna
196326 ja automatisoi sen vuonna 1965.27 Hän sai Nobelin palkinnon vuonna 1984 näi-
den keksintöjen ansiosta. Oligonukleotidisynteesi kiintokantajalla kehitettiin vuonna
1965,28 ja nykyään kiintokantajamenetelmä on eniten käytetty menetelmä oligo-
nukleotidisynteesissä. Kiintokantajamenetelmällä synteesi tehdään heterogeenisessä
systeemissä, jossa ensimmäinen nukleosidi on kiinnitetty linkkerillä liukenemattomaan
kantajaan. Yleisimmin oligonukleotidisynteesissä käytetyt kiintokantajat ovat huokoi-
nen lasi (CPG) tai ristisilloitettu polystyreeni (PS).29
CPG on mekaanisesti jäykkää ja kestävää materiaalia, jonka huokosissa oligo-
nukleotidisynteesi tapahtuu. Lyhyiden, noin 40 emäksen mittaisten oligonukleotidien
valmistukseen käytetään yleensä CPG:tä, jonka huokoskoko on 500 Å. Tässä mate-
riaalissa voi olla kiinnitettynä jopa 60-100 mikromoolia grammassa CPG:tä, mutta
20-40 µmol/g on tavallisempi määrä. Yleensä suurempi määrä nukleotidia kantajassa
vähentää kytkentäreaktion tehokkuutta. Pidempiä oligonukleotidejä varten tarvitaan
materiaalia, jossa on isompi huokoskoko. Samalla kuitenkin myös materiaaliin sidotun
nukleotidin määrä vähenee huomattavasti.29,30
Syntetisoitava oligonukleotidi kiinnitetään kiintokantajaan kovalenttisella sidoksella
sidostavan atomiryhmittymän välityksellä. Irrotettavaa osuutta sidostavassa ryhmässä
kutsutaan linkkeriksi, mutta sen lisäksi voidaan käyttää lisää välimatkaa oligonukleo-
tidin ja kantajan väliin tuovaa ryhmää (engl.: spacer). Ryhmittymä on yleensä alkyyli-
tai alkoksiketju, joka ei suosi laskostunutta konformaatiota. Linkkerillä ja spacerilla
on suuri vaikutus kytkentäreaktion tehokkuuteen. CPG kantajalla on suotavaa, että
kiintokantajan pinnan ja ensimmäisen nukleotidin välillä on ainakin 25 atomia.31,32
Oligonukleotidisynteesissä useimmiten käytetty linkkeri on dikarboksyylihappo kuten
meripihkahappo,31 mutta on myös olemassa lukuisia muita vaihtoehtoja.33 Long-chain


















Kaavio 9: Yleisesti käytetty LCAA-CPG kantaja
Ristisilloitettu polystyreeni on toinen yleisesti käytetty kiintokantaja.31,34 Sen
hyviä ominaisuuksia ovat hydrofobinen pinta, joka auttaa pitämään kosteuden poissa
reaktiosta ja sen suurempi pinta-ala, joka mahdollistaa suuremman nukleotidila-
tauksen.35 Polystyreenin ristisilloitusaste on tärkeä polystyreenin ominaisuuksiin
vaikuttava tekiä. Vain vähän ristisilloitettu polystyreeni ei paisu kunnolla reaktiossa
yleisesti käytetyssä asetonitriilissä. Paisuminen on tärkeä tekijä, sillä suurin osa reak-
tiossa tapahtuu materiaalin sisäisissä huokosissa pinnan sijaan. Jos materiaali ei paisu
reagenssit eivät pääse huokosiin ja reaktiota ei tapahdu. Tämän takia oligonukleo-
tidisynteesissä suositaan korkean ristisilloitusasteen omaavaa polystyreeniä, jolla on
suhteellisen jäykkä rakenne ja isot huokoskoot. Ison huokoskoon ansiosta korkeasti
ristisilloitetun polystyreenin ei kuulu paisua, sillä huokoset ovat jo tarpeeksi isoja
aivan niin kuin CPG:llä. Kyseisen materiaalin nukleotidilataus ei ole yleensä yhtä hyvä
kuin vähemmän ristisilloitetun polystyreenin ja CPG:n lataus.31 Joitakin korkeasti
ladattuja ristisilloitettuja polystyreenikantaja on kuitenkin olemassa. Esimerkiksi
GE:llä (General electric) on ison mittakaavan automatisoituun oligonukleotidisyn-
teesiin tarkoitettua divinyylibentsyylillä ristisilloitettua polystyreenikantajaa, jonka
nykleotidilataus on 350 µmol/g.36
Vaihtoehtoisesti polystyreeniin voi lisätä funktionaalisia ryhmiä, jotka vaikuttavat
polystyreenin paisumisominaisuuksiin. Esimerkkinä tästä on polyetyleeniglykolin ja
polystyreenin kopolymeeri (PEG-PS), jossa polystyreeninä käytetään vain vähän
ristisilloitettua polymeeriä. Nämä paisuvat hyvin myös asetonitriilissä ja toimivat
täten hyvin oligonukleotidisynteesissä, mutta samalla hydrofobisuus vähennee.31,34
Tentageeli on tällainen polymeeri, jonka nukleotidilataus voi olla esimerkiksi 190
µmol/g eli paljon suurempi kuin esimerkiksi CPG:llä.35,37
Oligonukleotidisynteesi kiintokantajalla voidaan tehdä sekä käsin että automatisoi-
dusti. Käsin kiintokantajasyntesiä voidaan tehdä vain mikromoolien mittakaavassa.
Tällöin kantaja, johon on kiinnitetty ensimmäinen nukleosidi, punnitaan pieneen ko-
lonniin, jonka päihin liitetään ruiskut liuotinvirtauksen aikaansaamiseksi. Menetelmä
tarvitsee hyvin suuria reagenssiylimääriä hyvän kytkentäreaktion varmistamiseksi.
Reaktioiden välinen puhdistus saadaan helposti aikaan huuhtelemalla kantajaa ase-
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tonitriilillä. Menetelmällä on suhteellisen helppo tehdä referenssioligonukleotidi, tai
muuten hyvin pieniä määriä oligonukleotidia.
Automatisoitu kiintokantajamenetelmä on nykyään eniten käytetty menetelmä. Sillä
on helppo valmistaa korkealaatuisia monomeerejä hyvällä saannolla. Automatisoituja
oligonukleotidisyntetisaattoreita on sekä pieniä laboratoriomittakaavan koneita, että
suuria teollisuusmittakaavan koneita. GE:n OligoProcess on yksi suurin markkinoilla
oleva oligonukleotidisyntetisaattori, jolla voidaan valmistaa jopa 5 moolia oligonukleo-
tidia kerralla.38
Kiintokantajamenetelmän paras ominaisuus on, että reaktioiden välinen puhdistus
helpottuu huomattavasti. Riittää, että ylimääräreagenssit huuhdellaan pois reaktioko-
lonnista esimerkiksi asetonitriilillä reaktioiden välillä, eikä muuta puhdistusta kuten
kromatografiaa tarvita.31 Lisäksi kiintokantajamenetelmä on mahdollista automati-
soida, jonka ansiosta synteesin työmäärä ja inhimilliset virheet saadaan minimoitua.
Kiintokantajamenetelmän vaatimuksena on, että kytkentäreaktioiden saannot ovat
yli 98 %. Jos kytkentäreaktion saanto on liian pieni, kokonaissaanto pienenee hyvin
nopeasti reaktion edetessä, kuten oheisessa kuvaajassa on osoitettu (Kuva 1).31
Tämä on erittäin tärkeää kiintokantajalla tehtävässä synteesissä, sillä reagoimattomia
oligonukleotideja ei voida poistaa reaktion aikana, joten jos synteesisyklin saanto on
hyvin pieni, synteesin loppupäässä systeemissä on vain hyvin pieni osuus reagoivaa
oligonukleotidia. Reagensseja on kuitenkin käytettävä saman verran kuin synteesin
alkupäässä, joten synteesin kustannustehokkuus kärsii. Onneksi nykyään automati-
soidulla oligonukleotidisynteesillä pystytään saamaan aikaan jopa yli 99 % saanto
synteesisykliä kohden.6 Kiintokantajamenetelmän huonoja puolia ovat kiintokantajan
korkea hinta, kiintokantajan kertakäyttöisyys ja kiintokantajamenetelmässä usein
tarvittavat suuret reagenssiylimäärät.31 Osa näistä ongelmista on saatu ratkaistua.
Esimerkiksi ison mittakaavan oligonukleotidisyntetisaattoreilla yli 99 % kytkentäreak-
tiosaanto voidaan saada käyttämällä vain 1.5 ekv:n nukleotidiylimäärää.6 Lisäksi on
kehitetty monikäyttöisiä kiintokantajia.39
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Kuva 1: Kytkentäreaktion saannon vaikutus kokonaissaantoon31
Kiintokantajamenetelmän käytettävyydellä ison mittakaavan oligonukleotidi-
synteesissä on rajansa. Toisaalta koneet eivät voi kasvaa rajattomasti ja toisaalta
laboratoriomittakaavan koneet tarvitsevat kymmeniä toistoja, jotta saadaan parisataa
grammaa oligonukleotidia.7 Jos esimerkiksi antisense-lääkeaineet yleistyvät, oligo-
nukleotidejä tullaan tarvitsemaan useamman kilon mittakaavassa. Tätä varten olisi
hyvä olla jokin muu paremmin sekä laboratoriossa, että teollisuudessa skaalattavissa
oleva menetelmä, jolla oligonukleotideja valmistetaan.
1.3.2 Oligonukleotidisynteesi liuoksessa
Oligonukleotidisynteesin liuoksessa on alkuperäinen tapa tehdä oligonukleotidisyn-
teesiä. Liuossynteesissä ensimmäisen monomeerin 3’-hydroksyyliryhmä suojataan
sopivalla suojaryhmällä, kuten levulinyylillä, ja reaktio tehdään täysin liuoksessa.
Menetelmän suurin heikkous on työläät reaktioiden väliset puhdistukset. Perinteisellä
liuoksessa tapahtuvassa oligonukleotidisynteesissä välituote puhdistetaan reaktioiden
välillä kromatograafisesti, joka on hyvin työläs ja hidas puhdistusmenetelmä. Kroma-
tografiapuhdistus ei sovellu suuren mittakaavan synteesiin, jonka lisäksi tuotehävikki
ja oligonukleotidin mahdollinen hajoaminen puhdistuksen aikana ovat ongelmia.
Menetelmä soveltuu vain lyhyiden oligonukleotidien valmistukseen. Liuossynteesin
vahvuus on liuoksessa tehtävän reaktion helppo skaalattavuus.40
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Liuossynteesiä on pyritty helpottamaan suojaamalla oligonukleotidi rasvaliu-
koisilla suojaryhmillä, jolloin kromatografiapuhdistus voidaan korvata uutoilla
(Kaavio 10).41,42 Menetelmässä 3’-hydroksyyliryhmä suojattiin adamanttaaniase-
tyyliryhmällä, adeniini ja sytosiini suojattiin bentsoyyliryhmällä (Bz), guaniini
suojattiin isobutyyliryhmällä (iBu), tymidiinin N3 suojattiin pivaloyylioksimetyylillä
ja synteesi tehtiin fosforamidiittimenetelmällä. Synteesi koostui kahdesta vaiheesta.
Ensimmäinen vaihe koostuu kytkentäreaktiosta DCI:lla, ylimääräisen fosforamidii-
tin hydrolysoinnista lisäämällä vettä, muodostuneen H -fosfonaattimonomeerin ja
oligonukleotidin hapetuksesta jodilla THF/pyridiini -liuoksessa, ja ensimmäisestä
uuttokäsittelystä. THF/pyridiini-liuos laimennettiin EtOAC:lla, minkä jälkeen se
uutettiin 1 M Na2S2O3:lla jodin poistamiseksi, 10 % KHSO4:lla pyridiinin ja diisopro-
pyyliamiinin poistamiseksi ja 10 % NaHCO3:lla DCI:n poistamiseksi.41
Toisessa vaiheessa DMTr-suojaryhmä poistettiin käyttäen 0.1 M HCl:a 6:1
MeOH/ACN-liuoksessa, jonka jälkeen happo neutraloitiin käyttäen ekvimolaa-
rista määrää trietyyliammoniumasetaattin vesiliuosta (TEAA). DMTrOMe poistettiin
uuttamalla 2:1 heptaani/dietyylieetteri-liuoksella, jonka jälkeen seokseen lisättiin
EtOAc:a ja vettä. Syntynyt orgaaninen faasi pestiin vedellä ja uutettiin 10 %
NaHCO3:lla ylimääräisen H -fosfonaattimonomeerin poistamiseksi.41
Menetelmää käytettiin heksameerin valmistukseen. Suojatun heksameerin saanto oli
78 %, joka vastaa noin 92.4 % saantoa synteesisykliä kohden. Suojaamattoman ja
puhdistetun oligonukleotidin saanto oli 31 %.41 Ilmoitettu saanto on todella hyvä
liuossynteesille. Lisäksi synteesi ei vaikuta kovin työläältä ja vaikuttaa sopivan hyvin
laboratorion isoon mittakaavaan. Teollisuusmittakaavassa uuttaminen ei ole paras






































































Kaavio 10: Uuttoa hyödyntävä oligonukleotidisynteesi liuoksessa41
Yllä kuvattua menetelmää on myös käytetty tiofosfaattioligonukleotidien val-
mistukseen.42 Tällöin hapetusvaiheessa käytetään rikkihapetinta ja ensimmäisen
uuton Na2S2O3 on vaihdettu vedeksi hapetusvaiheessa syntyneiden vesiliukoisten
happojen poistamiseksi. Rikkihapettimena käytettiin yhdistettä (18) H -fosfonaatin
hapettamiseen ja PADS:a (5) forsforamidiitin hapettamiseen (Kaavio 11). Tällä
menetelmällä valmistettiin suojattu heksameeri 78 % saannolla ja puhdistettu tiofos-
faattiheksameeri 39 % saannolla. Tiofosfaattioligonukleotidit ovat lääketieteellisesti








Kaavio 11: Uuttopuhdistusta hyödyntävän liuossynteesin rikkiä sisältävät hapettimet42
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Reaktioiden välistä puhdistus voidaan yksinkertaistaa käyttäen nanosuodatusta
orgaanisesta liuottimesta (OSN).43 Menetelmässä käytetään kalvoa, jonka huokos-
koko on nanometriluokkaa. Menetelmä perustuu siihen, että ylimääräreagenssit ja
sivutuotteet ovat paljon pienempiä kuin oligonukleotidi, joten ne suodattuvat kalvon
läpi kun taas välituote pysyy liuoksessa. Tarkoitukseen sopiva kalvo voidaan val-























Kuva 2: OSN-puhdistusta hyödyntävä synteesisykli43
Nanosuodatusta käyttävässä menetelmässä kolme aloitusmonomeeria kiinnitet-
tiin kantajaa muistuttavaan symmetriseen homostar-polymeeriin (19) (Kaavio 12).
Monisakaraista kantajaa käytettiin, jotta kasvava oligonukleotidi olisi jo yhden
kytkentäreaktion jälkeen paljon isompi kuin muut liuoksessa olevat komponentit ja
täten nanosuodatus orgaanisesta liuottimesta toimisi paremmin. Menetelmällä val-
mistettiin 9 nukleotidin mittainen RNA-tiofosfaatti fosforiamidiittikemialla käyttäen
aktivaattorina ETT:tä (4), hapettimena PADS:a (5) ja DMTr-suojaus irrotukseen
DCA:a ja pyrrolipoistajalla. Nanosuodatus orgaanisesta liuottimesta tehtiin hape-
tusvaiheen ja detritylointivaiheen jälkeen. Synteesisyklin saanto ei ollut kovin hyvä
synteesin alkuvaiheessa, sillä suojatun kantajaan kiinnitetyn tetrameerinukleotidin
saanto oli vain 52 %. Tämä arvioitiin johtuvan tuotehävikistä nanosuodatuksen aikana
synteesin alkuvaiheessa.43 Synteesisyklin saanto kuitenkin parani oligonukleotidin
pidentyessä, jonka ansiosta kantajaan kiinnitetyn 9-merin saanto monomeeristä oli
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39 %.43 Saantojen perusteella näyttää siltä, että menetelmä soveltuisi parhaiten
suhteellisen pitkien oligonukleotidien valmistamiseen, mutta siitä huolimatta saanto ei
ole sellaisenaan tarpeeksi hyvä taloudelliseen ison mittakaavan synteesiin. Menetelmän
kehittäjät kuitenkin arvioivat, että saantoa voidaan parantaa huomattavasti kehittä-
mällä suodatusmenetelmää.43 Menetelmä vaikuttaa lupaavalta teollisuusmittakaavan

















Kaavio 12: OSN -menetelmässä käytetty homostar-yhdiste (20) ja siitä valmistettu
aloitusmonomeeri (21)
Toinen lähestymistapa liuoksessa tehtävän oligonukleotidisynteesin helpottamiseksi
on reagenssien, kuten aktivaattorin, kiinnittäminen kantajaan, jolloin aktivaattorista
päästään eroon suodattamalla ja kasvava oligonukleotidi voidaan eristää suodoksesta.
Lähestymistapaa on kokeiltu H -fosfonaattimenetelmällä käyttäen aktivaattorina po-
lymeeriin kiinnitettyä yhdistettä 22 (Kaavio 13). Menetelmällä valmistettiin eristetty
dimeerejä 76-81 % saannolla.44 Synteesin saanto vaikuttaa melko pieneltä ja se ei rat-
kaise reagoimattoman H -fosfonaattimonomeerin poistamista reaktioseoksesta muulla
kuin silikan läpi suodattamalla, jonka takia menetelmä ei vaikuta kovin lupaavalta
pitkien oligonukleotidien valmistamiseen. Menetelmä saattaisi kuitenkin soveltua

































Kaavio 13: Kantajaan kiinnitetyn aktivaattorin käyttö oligonukleotidisynteesissä
16
Liuoksessa tehtävä oligonukleotidisynteesi on mahdollista tehdä myös käyttäen
blokkikytkentää yksittäisten monomeerien liittämisen sijaan, jolloin oligonukleotidi-
ketjua kasvatetaan useamman nukleotidin palalla kerrallaan.4 Menetelmän hyvänä
puolena on esimerkiksi, että ei synny oligonukleotideja, joiden pituus on n-1 halu-
tusta oligonukleotidistä, jolloin puhdistus helpottuu. Lisäksi menetelmä vähentää
tarvittavien kytkentäreaktioiden määrää etenkin jos samaa blokkia voidaan käyttää
useammassa kohtaa synteesiä. Tätä menetelmää on ehdotettu esimerkiksi olemassa
olevan antisense-lääkkeen Vitravene syntetisointiin.4
1.3.3 Oligonukleotidisynteesi liukoiseen kantajaan sidottuna
Oligonukleotidisynteesi liukoisella kantajalla on yllä käsiteltyjen kiintokantajamene-
telmän ja liuosmenetelmän välimuoto. Tällöin ensimmäinen monomeeri on sidottu
kantajaan, joka on liukoinen reaktio-olosuhteissa, mutta helposti saostettavissa jollakin
muulla liuottimella.13,40 Synteesi liukoisella kantajalla yhdistää sekä kiintokantaja-
menetelmän, että liuoksessa tehtävän synteesin hyviä puolia. Synteesi liukoisella
kantajalla on paljon helpommin muutettavissa isoon mittakaavaan kuin kiintokan-
tajalla tehty synteesi ja reaktioiden välinen puhdistus on helpompi ja nopeampi
kuin liuoksessa suoritettu synteesi. Synteesi liukoisella kantajalla on hyvin lupaava
menetelmä etenkin laboratoriossa suoritettavaan ison mittakaavan oligonukleotidisyn-
teesiin.13,40
Polyetyleeniglykoli (PEG) on yksi eniten tutkituista liukoisista kantajista,
jota on käytetty fosfotriesterimenetelmässä, fosforamidiittimenetelmässä ja H -
fosfonaattimenetelmässä sekä DNA:n että DNA-tiofosfaattien valmistukseen.19,45–51
Se on hyvin liukoinen asetonitriiliin ja dikloorimetaaniin, jotka ovat oligonukleo-
tidisynteesissä yleisesti käytettyjä liuottimia, mutta se saostuu helposti eetteristä.
Oligonukleotidisynteesissä käytetään 5000-20000 DA:n PEG:a, johon ensimmäinen
nukleotidi kiinnitetään sukkinyylilinkkerin avulla (Kaavio 14). PEG:iin voidaan
kiinnittää jopa 200 µmol oligonukleotidia grammaa kantajaa kohden, mutta määrä
riippuu hyvin paljon käytetyn PEG:n moolimassasta. Käytetyn PEG:n moolimassa
tulee valita syntetisoitavan oligonukleotidin pituuden mukaan. Pienemmälle PEG:lle
voidaan kiinniittää enemmän nukleotidia grammaa kohden, mutta pidempi oli-
gonukleotidi tarvitsee suuremman PEG:n, jotta se saostuu kunnolla. Esimerkiksi
eräässä tutkimuksessa 5000 DA:n PEG:a käytettiin kahdeksan nukleosidin mittai-
sen fosfotioaattioligonukleotidin valmistukseen ja 10000 DA:n PEG 15 nukleosidin
mittaisen fosfotioaattioligonukleotidin valmistukseen.48 Synteesi tehtiin fosforamidiit-
timenetelmällä käyttäen aktivaattorina tetratsolia ja rikkiä sisältävänä hapettimena
dietyyliditiokarbonaattidisulfidia (DDD). Kahdeksan nukleotidin mittaisen fosforotio-
aattioligonukleotidin saanto oli 90 %, joka vastaa 96.5 % synteesisykliä kohden ja 15
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nukleotidin mittaisen fosfotioaattioligonukleotidin saanto oli 58 %, joka vastaa 92.5
% synteesisykliä kohden. Tutkijat selittävät pidemmän oligonukleotidin pienempää
saantoa esimerkiksi pitkän oligonukleotidiketjun heikommalla reaktiivisuuudella48.
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Kaavio 14: PEG:n kiinnitetty aloitusmonomeeri sukkinyylilinkkerillä
Oligonukleotidien ja fosforotioaattien valmistamiseen fosforamidiittimenetelmällä
PEG-kantajalla on olemassa melko standardoitu menetelmä50(Kaavio 15). Synteesi
voidaan tehdä joko lisäämällä yksi nukleotidi kerrallaan tai käyttämällä blokki-
kytkentää. Blokkikytkentämenetelmällä synteesin saanto on hiukan suurempi, sillä
synteesisykejä on huomattavasti vähemmän ja tällöin myös eniten hävikkiä aiheutta-
via saostuksia on huomattavasti vähemmän. Synteesisykli aloitetaan detrityloinnilla
käyttäen 6 % TCA:ta dikloorietaanissa (DCE), jonka jälkeen tuote saostetaan
metyyli-tert-butyylieetterillä (MTBE). Detritylaatio toistetaan täydellisen detrity-
loinnin varmistamiseksi. Seuraavaksi tehdään kytkentäreaktio käyttäen aktivaattorina
tetratsolia ja liuottimena asetonitriiliä. Kytkentäreaktiossa käytetään suurehkoa 3 ekv
fosforamidiittiylimäärää hyvän saannon varmistamiseksi. Kytkentäreaktion jälkeen
tuote saostetaan. Seuraavaksi hapetus tehdään käyttäen reagenssina DDD:tä aseto-
nitriilissä. Tämän vaiheen jälkeen saostus tehdään kaksi kertaa puhtaamman tuotteen
















































































Kaavio 15: Oligonukleotidisynteesi käyttäen PEG:a liukoisena kantajana
PEG:a on käytetty myös hapettavalla H -fosfonaattimenetelmällä 10 nukleo-
tidin mittaisen oligonukleotidin valmistamiseen. Synteesi tehtiin hyvin samalla
tavalla kuin yllä kuvattu synteesi fosforamidittimenetelmälle, paitsi että hapetus
tehtiin koko synteesin lopuksi. NBS 1:5 ACN:TEA-liuoksessa todettiin olevan par-
haiten toimiva yhdistelmä kytkentäreaktiolle. Kytkentäreaktiossa käytettiin 2,5
ekv H -fosfonaattimonomeeriä. Tuotteen saanto oli 75 %, joka vastaa noin 96.8
% saantoa synteesisiykliä kohden.19 Saanto on erinomainen liuoksessa tehtävälle
H -fosfonaattisynteesille. H -fosfonaattimenetelmän etuna on lyhyempi synteesisykli,
minkä ansiosta tarvitaan vähemmän saostuksia, jotka vievät aikaa ja joissa tulee
tuotehävikkiä.
Yllä kuvatut menetelmät oligonukleotidisynteesiin liukoisella PEG-kantajalla vai-
kuttavat hyvin lupaavilta ison mittakaavan synteesiin. Synteesin pitäisi olla helppo
tehdä suuressa mittakaavassa, koska reaktio tapahtuu liuoksessa ja sillä on hyvä
saanto. Haittapuolena on esimerkiksi tarvittavien saostusten määrä, saostuksessa
tarvittavat suuret liuotintilavuudet ja pidempien oligonukleotidien reaktiivisuuden
väheneminen.50 Liuottimet pitäisi olla mahdollista kierrättää, mikä vuorostaan tekee
reaktiosta kustannustehokkaamman.50 Mahdollinen parannus synteesille olisi vaihtaa
DMTr-suojaus johonkin muuhun suojaryhmään, joka voidaan irrottaa kvantitatii-
viseesti yhdellä käsittelyllä. Tämä poistaisi yhden vaiheen synteesisyklistä ja täten
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vähentäisi työmäärää ja parantaisi saantoa.
Toinen mahdollinen kantajatyyppi on ASS (alkyl-chain solube support)
(Kaavio 16).52 Tässä menetelmässä käytetään liukoisena kantajana 3,4,5-
tris(oktadekyylioksi)bentsoyyliä (23) sisältävää yhdistettä (24), joka liukenee
mm. asetonitriiliin ja dikloorimetaaniin mutta ei metanoliin, josta se voidaan saostaa
hyvällä saannolla sen suuren hydrofobisuuden ansiosta. Menetelmällä valmistettiin 21
nuklotidin mittainen RNA käyttäen fosforamidiittikemiaa. Synteesin raakatuotteen
saanto oli 78 %, joka vastaa 98 % saantoa synteesisykliä kohden ja eristetyn tuotteen



























Kaavio 16: Alkyyliketju -liukoinen kantaja menetelmässä käytetyt kantajat ASS52 ja
sen variaatio Z-ACSS.53
ASS-tyyppistä kantajaa on myös esitetty blokkikytkentää varten tarvittavien
lyhyiden suojattujen DNA- ja RNA-oligonukleotidien valmistukseen. ASS-kantajan
muunnos Z-ACSS (25) soveltuu tähän hyvin, sillä valmis oligonukleotidi voidaan
irrottaa kantajasta selektiivisesti palladiumkatalysoidulla vedytyksellä ilman, että
suojaryhmät irtoavat.53 Blokkikytkentä on hyvä tapa vähentämään pitkien oli-
gonukleotidien synteesin työmäärää ja parantamaan synteesin saantoa. Esitetyllä
menetelmällä on suhteellisen helppo valmistaa isossa mittakaavassa blokkikytkentään
tarvittavat rakennuspalat. Yllä esitelty menetelmä vaikuttaa saannon ja työmäärän
perusteella hyvältä kilpailijalta PEG:n pinnalla tapahtuvaan DNA- ja RNA-synteesiin.
Halvan β-syklodekstriinin (β-CD) käyttöä liukoisena kantajana on myös tutkittu.13,54
β-CD:n ajateltiin soveltuvan hyvin oligonukleotidisynteesiin ja mahdollistavan puh-
distuksen nanosuodatuksella. β-CD osoittautui kuitenkin hyvin hankalakäyttöiseksi.
Kaikki ylimääräiset OH-ryhmät on pidettävä suojattuna koko synteesin ajan, ja
vain yhden oligonukleotidin liittäminen kantajaan osoittautui hankalaksi. Kantajalla
valmistettiin trimeeri fosforamidiittimenetelmällä 85 % saannolla, mikä vastaa 92 %
saantoa synteesisyklissä. Synteesissä oli ongelmana mm. se, että DMTr-suojauksen
irrottaminen osoittautui hankalaksi. Lisäksi detritylointi oli hyvin vaikea saada mene-
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mään loppuun asti. Tästä johtuen DMTr-suojaus vaihdettiin 1-metoksi-isopropyyliksi
(Kaavio 17), joka irrotettaessa laimealla HCl:lla MeOH:n ja dioksaanin seoksessa
hajoaa asetoniksi ja asetonin dimetyyliasetaaliksi. Suojaryhmän toimivuutta kokeiltiin
valmistamalla trimeeri β-CD:llä samalla tavalla kuin aiemmin. Trimeerin saanto oli
uudella suojaryhmällä 87 % eli hiukan parempi kuin DMTr:ä hyödyntävän reaktion
saanto. β-CD:n käyttö ei tuottanut toivottavaa tulosta. Synteesi tarvitsi toimiakseen
silikakromatografiapuhdistuksen, joka on turhan työläs oligonukleotidisynteesiin.13,54
Koska yllä käsitelty β-CD ei tuottanut toivottua tulosta, kantaja vaihdettiin tetrapo-
daaliseksi tetraakis-O-(4-atsidometyylifenyyli)-pentaerytritoliksi (26), jonka toivottiin
toimivan sekä nanosuodatuspuhdistuksella että saostuksella. Kantajaan voidaan
kiinnittää 4 oligonukleotidimonomeeriä 27 (Kaavio 17), ja se saostuu metanolista.
Kantajalla valmistettiin DNA-trimeeri ja -pentameeri käyttäen fosforamidiittimene-
telmää. Trimeerin saanto oli 67-75 %, mikä vastaa noin 82-87 % saantoa synteesisykliä
kohden, ja pentameerin saanto oli 43 %, joka vastaa 81 % saantoa synteesisykliä
kohden.13,55 Pidemmän oligonukleotidiketjun huonompi saanto viittaa siihen, että
saostus ei ehkä toimi oligonukleotiden kasvaessa. Metanolisaostuksen on havaittu myös
muissa tutkimuksissa toimivan epäluotettavasti. Toisaalta näissä tapauksissa tuote on
pystytty saostamaan etterillä, mutta tällöin ei saavuteta kaikkia metanolisaostuksen



















Kaavio 17: Tetraakis-O-(4-atsidometyylifenyyli)-pentaeritritoli (26) ja siitä valmistettu
aloitusmonomeeri (27).57
Kantajaa käytettiin myös vastaavan RNA-pentameerin valmistukseen fosforami-
diittimenetelmällä. Tässä 5’-hydroksyyliryhmän suojauksena käytettiin 1-metoksi-
isopropyyliä, mutta muuten synteesi tehtiin hyvin samalla tavalla kuin yllä oleva
synteesi. RNA-pentameerin saanto oli 54 %, joka vastaa 86 % saantoa synteesisykliä
kohden. Tulos osoittaa että DMTr:n korvaaminen helpommin irrotettavalla suojaryh-
mällä parantaa saantoa.13,57,58 Kantajaa on näiden lisäksi myös käytetty fosfotriesterin
kanssa.7
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Yllä kuvattujen synteesien saannot eivät ole yhtä hyviä kuin esimerkiksi PEG-
ja ASS-kantajaa hyödyntävät synteesi. Lisäksi vaikuttaa siltä, että saostuspuhdistus
ei toimi yhtä hyvin pitkille oligonukleotideille kuin yllä mainittu menetelmä. Toi-
saalta samaa kantajaa tutkitaan käytettävän OSN-puhdistuksen yhteydessä. Tästä
tutkimuksesta ei kuitenkaan vielä löydy kovinkaan paljon tietoa. Kuten aiemmin
todettiin, OSN toimii paremmin pidemmille oligonukleotideille. Tätä kantajaa voisi
ehkä olla mahdollista käyttää niin, että muutama ensimmäinen synteesisykli teh-
dään käyttämällä saostuspuhdistusta ja loput käyttämällä OSN-puhdistusta. Tämä
voisi ratkaista OSN-puhdistuksen huonoa toimivuutta lyhyille oligonukleotideille.
Kantajan hyvä puoli on sen korkea oligonukleotidikapasiteetti muihin kantajiin ver-
rattuna, sillä yhteen kantajamolekyyliin voidaan kiinnittää useampi oligonukleotidi
toisin kuin esimerkiksi PEG:iin. Kiinnostavaa synteesissä on DMTr:n korvaaminen
1-metoksiisopropyylillä. Suojaryhmän käyttö voisi ratkaista muissakin liuoksessa
tapahtuvien oligonukleotidisynteesien ongelmat 5’-hydroksyyliryhmän suojaryhmän
irrotuksessa. Kyseisellä suojaryhmällä varustettua fosforamidiittia ei kuitenkaan ole
vielä saatavilla, joten se on valmistettava itse, mikä lisää toistaiseksi synteesin työ-
määrää.
N -metyyliimidatsolista ja 2-bromietanolista valmistettua ioniliuotinta on myös käy-
tetty liukoisena kantajana59 (Kaavio 18). Kantaja voidaan saostaa 1:9 EtOAc:Et2O
-liuoksesta. Sen hyvä puoli on, että se on hyvin pieni (214 g/mol) verrattuna
esimerkiksi eniten tutkittuun PEG:iin, minkä ansiosta yhteen grammaan ioniliuotin-
kantajaa voidaan kiinnittää huomattavasti suurempi määrä oligonukleotidia PEG:iin
verrattuna. Menetelmää käytettiin neljän nukleotidin mittaisen oligonukleotidin val-
mistukseen käyttäen fosforamifiittikemiaa. tetrameerin saanto oli vain noin 54 %,
mikä on huomattavasti pienempi kuin aikaisemmin käsiteltyjen menetelmien saanto.
Menetelmä tarvitsisi huomattavasti suuremman saannot, jotta sillä voitaisiin valmis-
taa pitkiä oligonukleotidieja taloudellisesti. Menetelmää on kuitenkin tutkittu hyvin
vähän tähän mennessä, joten on hyvin mahdollista, että saantoa saadaan parannettua.









Kaavio 18: Ioniliuotinkantajamenetelmän aloitusmonomeeri.
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1.4 Oligonukleotidisynteesin automatisointi
Kiintokantajamenetelmän suurin vahvuus on sen helppo automatisointi. Automa-
tisointi vähentää tarvittavan työn määrää, pienentää inhimillisen virheen riskiä,
helpottaa reaktion suojaamista vedeltä ja helpottaa optimointia. Markkinoilla on
olemmassa paljon erikokoisia ja -merkisiä syntetisaattoreita, jotka käyttävät hyvin
erilaisia ratkaisuja tehokkaan synteesin aikaansaamiseksi. Eroa on esimerkiksi reaktio-
astiassa ja pumppujärjestelmässä. Syntetisaattorin koon kasvattaminen ei ole täysin
suoraviivaista eivätkä ratkaisut, jotka toimivat pienessä mittakaavassa, välttämättä
toimi suuressa mittakaavassa.
Ensimmäinen automatisoitu oligonukleotidisynteesi tehtiin vuona 1977 käyttäen
muunneltua peptidisynteesiin tarkoitettua syntetisaattoria.60 Oligonukleotidisynteesiä
varten valmistetut synteesisaattorit käyttivät reaktorina HPLC-kolonnia muistuttavaa
pakattua kolonnia ja reagenssit pumpattiin kolonnin läpi HPLC-pumpulla (Kuva 3).
Vega oli ensimmäinen, joka julkaisi erikseen oligonukleotidisynteesiin tarkoitetun
oligonukleotidisyntetisaattorin vuonna 1980, mutta sen myynti lopetettiin jo vuonna
1984, koska se ei pystynyt kilpailemaan muiden markkinoilla olevien syntetisaatto-
reiden kanssa. Muita varhaisia oligonukleotidisyntetisaattoreiden valmistajia olivat
Bio Logical, KabiGen AB ja Biosearch.61,62 Varhaiset oligonukleotidisyntetisaattorit
eivät olleet kovin luotettavia, sillä ne käyttivät enimmäkseen jo olemassa olevia
HPLC-laitteisiin tarkoitettuja osia, jotka eivät soveltuneet oligonukleotidisynteesissä
käytettävien reagenssien kanssa. Lisäksi ylimääräinen kuollut tila ja korkea paine
haittasivat reaktioita ja lisäsivät reagenssikulutusta.61
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Kuva 3: Kaaviokuva oligonukleotidisyntetisaattorista 1980-luvun alkupuolelta61
Applied Biosystems, Inc. (ABI) oli ensimmäinen, joka toi markkinoille luotettavan
ja menestyksekkään oligonukleotidisyntetisaattorin vuonna 1983 (ABI 380A). Laite
käytti pneumaattisia kalvoventtiilejä, joissa ei ole kuollutta tilavuutta ja reagenssit
liikutettiin positiivisella argonpaineella pumppujen sijaan. Näiden ansiosta saatiin
aikaan tarkka ja luotettava menetelmä reagenssien ja liuottimien liikuttamiseen ja sys-
teemi voitiin huuhdella argonkaasulla reaktiovaiheiden välillä. Argon on tässä parempi
kaasu kuin esimerkiksi typpi sen suuremman tiheyden ja puhtauden ansiosta. Li-
säksi kuolleen tilavuuden minimointi vähensi reagenssikulutusta huomattavasti. Laite
hyödynsi fosforamidiittikemiaa ja käytti reaktorina pyrexistä valmistettua sylinteriä,
jonka päät oli suljettu huokoisella teflonkalvolla. Laite pystyi valmistamaan kolme
eri DNA-ketjua samanaikaisesti 0.2, 1 tai 10 µmol mittakaavassa, ja synteesisykli
suoritettiin 10 minuutissa noin 96 % saannolla.61,63–65
Muita aikaisia ABI DNA-symtesisaattoreita olivat ABI 380B, ABI 381A (1985), ABI
392, ABI 394 (1991). ABI 380B käytti fosforamidiittikemiaa ja se hoiti myös automaat-
tisen tuotteen irrottamisen kantajasta ja suojaryhmien poiston. Se pystyi edeltäjänsä
tavoin valmistamaan 3 oligonukleotidia rinnakkain. Uusi malli paransi synteesisyklin
saantoa 98-100 %:n ja pystyi valmistamaan jopa 60-100 nukleotidin mittaisia oligo-
nukleotideja. ABI 380B käytti samanlaista teknologiaa liuottimien välityksessä ja
venttiileissä kuin ABI 380A. Laitteen ohjaus toimi valikkopohjaisella ohjelmalla, jota
ohjattiin kosketusnäytöllä. Ohjelmisto mahdollistaa hyvin tarkan kontrollin venttii-
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lien liikuttamiseen, joten syntetisaattoria on mahdollista käyttää muuhun kuin vain
tavalliseen fosforamidiittimenetelmällä tehtävään oligonukleotidisynteesiin. ABI 381A
oli pienempi ja halvempi versio ABI 380B:stä. Se pystyi valmistamaan vain yhden
oligonukleotidin kerrallaan ja se ei mahdollistanut automaattista irrotusta kantajasta.
Edullisempi malli mahdollisti oligonukleotidisyntetisaattorien leviämisen useampaan
laboratorioon.64,66,67
ABI 392 ja 394 (Kuva 4) olivat seuraavat syntetisaattorimerkit. Siinä uutena omi-
naisuutena oli reaktion automaattinen seuranta trityylimittauksella. ABI 292 oli 2
synteesikolonnia ja ABI 294 oli 4. Laitetta pystyi ohjaamaan joko laitteiston omalla
valikkopohjaisella ohjelmistolla tai se oli mahdollista kytkeä tietokoneeseen, jonka
kautta laitetta ohjattiin.68,69
Kuva 4: Vuonna 1991 julkaistu ABI 394 DNA/RNA-syntetisaattori64
Suuren kysynnän ansiosta on valmistettu useita syntetisaattoreita, jotka pystyvät
valmistamaan suuren määrän oligonukleotideja rinnakkain. Jos syntetisaattorissa käy-
tetään suljettua systeemiä reagenssien viemiseen, kaikkiin kolonneihin tarvitaan hyvin
monimutkaista venttiili- ja letkusysteemiä, jolloin kuolleen tilavuuden määrä lisään-
tyy ja myös tarvittavien reagenssien ja pesuliuosten määrä lisääntyy. Tämän takia on
kehitetty useampia avoimia liikkuvia mekanismeja reagenssien viemiseen reaktiokolon-
niin. Yksi lähestymistapa on systeemi, jossa reagenssit tiputetaan reaktiokolonneihin
argonilla suojatussa kammiossa. Kolonnit liikkuvat vuorollaan kunkin reagenssisuut-
timen alle. Tämä vuonna 1995 kehitetty mekanismi on käytössä muun muassa Bioly-
ticin Dr Oligo syntetisaattorissa, joka pystyy valmistamaan 96 oligonukleotidia rinnak-
kain(Kuva 5).70,71
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Kuva 5: Kaavio alkuperäisestä avoimesta reagenssinlisäysmekanismista71 ja sitä hyö-
dyntävästä Dr. Oligo syntetisaattorista.70
Toinen menestykäs lähestymistapa on ABI 3900-syntetisaattorissa käytetty konfi-
guraatio, jossa reagenssikolonnit asetetaan ympyrämuotoiseen pyörivään telineeseen.
Tässä kolonnit pyörivät vuorollaan oikean reagenssisuuttimen alle.61,72 Tätä ja vas-
taavaa konfiguraatiota on käytetty esimerkiksi useammassa ABI-syntetisaattorisa.
Reagenssien pipetointi kantajan päälle ja niin sanottu teepussimenetelmä, jossa
huokoisessa pussissa oleva kantaja kastetaan reagenssilla täytettyihin astioihin, on
myös käytetty joissakin syntetisaattoreissa. Nämä menetelmät eivät kuitenkaan ole
riittävän tehokkaita eivätkä ne toimi suuressa mittakaavassa. Yllämainittujen mene-
telmien lisäksi on käytetty lukuisia muita menetelmiä, jotka soveltuvat etenkin pienen
mittakaavan oligonukleotidisyntessiin.61
Kuva 6: Kaaviokuva vuonna 2000 julkastusta ABI 3900-syntetisaattorista.72
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Edellä käsitellyt oligonukleotidisyntetisaattorit valmistavat oligonukleotideja vain
pienessä mittakaavassa. Mittakaavaa kasvatettaessa etenkin reaktioastian kasvatta-
mien ja reagenssien saanti tasaisesti koko reaktioastiaan on hankalaa. Reaktioastiaksi
on esitetty kaasulla tai mekaanisesti sekoitettua leijupartikkelireaktori, vyöhyke-
sentrifugaalireaktoria, isompaa pakattua kolonnia tai jotakin näiden yhdistelmää.73
Ensimmäinen suosittu ison mittakaavan oligonukleotidisyntetisaattori, Biosearch
(Millipore) 8800, käytti reaktorina leijupartikkelireaktoria, jossa kantajaa sekoi-
tettiin argonkaasulla. Laite pystyi valmistamaan 0.03-0.4 mmol oligonukleotidia
kerrallaan käyttäen 1-10 g kantajaa. ABI toi vuonna 1992 markkinoille oman ison
mittakaavan syntetisaattorinsa. ABI 390Z. Se pystyi valmistamaan 0.025-0.2 mmol:a
oligonukleotidia kerrallaan ja partikkeleiden tasainen sekoittuminen saatiin aikaan
vortex-sekoittimella avulla. Syntetisaattorin mittakaavaa oli mahdollista kasvat-
taa 1 mmol:n käyttämällä kiintokantajalla TentaGeliä, jonka nukleotidilataus oli
paljon suurempi. Syntetisaattori hyödynsi vastaavaa tekniikkaa kuin aikaisemmat
ABI-syntetisaattorit ja sitä ohjattiin Machintosh tietokoneelle asennettavalla ohjel-
malla.61,63,74
Large scale biology corporation kehitti POCS-nimisen ison mittakaavan oligonukleo-
tidisyntetisaattorin, joka käytti vyöhyke-sentrifugaalireaktoria (zonal centrifuge rotor
reactor) (Kuva 7). Reaktioastian suuri hyöty on, että eri mittakaavan reaktiot voidaan
tehdä samalla optimoidulla ohjelmalla ja kaikki reaktioajat pysyvät vakiona. Tämä ei
esimerkiksi toteudu pakatuilla kolonneilla. Reaktori oli kuitenkin liian monimutkainen
käytettäväksi kilogrammojen mittakaavan synteeseissä, joten lähestymistavan tutki-
minen lopetettin.61,73
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Kuva 7: Kaaviokuva POCS-syntetisaattorin reaktorista.73
Pakatun kolonnin mittakaavan kasvattaminen ei ole kaikkein suoraviivaisinta,
mutta siitä huolimatta se on osoittautunut tehokkaimmaksi reaktoriksi teollisuusmitta-
kaavan synteesiin. On toivottavaa, että reagenssit virtaavat kolonnin läpi mahdollisim-
man tasaisena ja konsentroituneena rintamana ja että reaktio-olosuhteet ovat samat
sekä kolonnin alku- että loppupäässä. Jos reagenssirintama on epätasainen, jossakin
kohtaa kolonnia todellinen reaktioaika voi olla liian lyhyt, jolloin reaktio ei mene lop-
puun asti ja taas toisaalla kolonnissa reaktioaika on liian pitkä, jolloin sivureaktiot ovat
mahdollisia. Tasainen liuotinvirtaus on helpompi saada aikaiseksi pienessä kolonnissa
kuin suuressa. Kun kolonnin pituutta kasvatetaan, liuotinrintama levenee kolonnin lop-
pupäässä, ja kun kolonnin läpimittaa kasvatetaan liuotinrintama voi helposti vääristyä,
jos kiintokantaja ei ole tasakokoista.73 Käytetyt kolonnit yritetään pitää mahdollisim-
man lyhyinä ja modernit kantajat valmistetaan mahdollisimman tasakokoisista partik-
keleista.75 Pakatun kolonnin hyviä puolia ovat pienempi reagenssikulutus ja lyhyempi
synteesisykli muihin reaktoreihin verrattuna. GE:n ison mittakaavan OligoPilot400 ja
teollisuusmittakaavan OligoProsess käyttävät pakattua kolonnia reaktorina. OligoPi-
lot400 pystyy valmistamaan 4-60 mmol ja OligoProsess pystty valmistamaan 10-4000
mmol:a oligonukleotidia kerrallaan. OligoPilot400-syntetisaattorissa käytettään 3-10
cm mittaisia kolonneja, joiden sisähalkaisija on 40-140 mm ja OligoProcess syntetisaat-
torissa kolonnin sisähalkaisia voi olla jopa yli 1200 mm (Kuva 8).75 OligoProsess on
luultavasti tunnetuin teollisuusmittakaavan oligonukleotidisyntetisaattori, mutta myös
muilla yhtiöillä kuten AsahiKaseilla76 ja CXTH:lla77 on omat teollisuusmittakaavan
syntetisaattorinsa.
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Kuva 8: Teollisuusmittakaavan OligoProsess-syntetisaattori ja siinä käytety ison mit-
takaavan synteesikolonni.75
1.5 Puhdistus ja eristäminen
Kun syntetisoitava oligonukleotidi on halutun mittainen, seuraa synteesin toinen
vaihe eli tuotteen irrottaminen mahdollisesta kantajasta, suojaryhmien irrottami-
nen ja puhdistus. Oligonukleotidin irrotus kantajasta ja suojaryhmien poistaminen
voidaan yleensä tehdä yhdessä vaiheessa, koska sekä linkkeri että suojaryhmät ovat
emäslabiileja. Oligonukleotidi voidaan puhdistaa mm. saostamalla, kokoekskluusiokro-
matografialla, käänteisfaasipatruunalla, denaturoivalla polyakryyliamidielektroforeesi-
menetelmällä tai HPLC:llä riippuen mm. puhdistettavan oligonukleotidin pituudesta,
tarvittavasta puhtausasteesta, oligonukleotidin käyttötarkoituksesta ja määrästä.78
Optinen tiheys (OD) on tavallinen yksikkö, jolla puhtaan oligonukleotidituotteen
saantoa mitataan. OD:llä tarkoitetaan 1 ml:aan vettä liuotetun oligonukleotidin
absorbanssia 260 nm aallonpituudella 1 cm paksuisen kyvetin läpi mitattuna. OD ei
ole lineaarinen asteikko ja sen arvo riippuu oligonukleotidin pituudesta, sekvenssistä
ja oligonukleotidimäärästä. Hyvä arvio oligonukleotidin OD:n ja moolimäärän suh-
teesta voidaan saada yhtälöstä 1. Yhtälön perusteella 1 OD 20 nukleotidin mittaista










1.54× A+ 1.17×G+ 0.75× C + 0.92× T (1)
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Tavallisimmin suojaryhmien irrottamiseen ja suojaryhmien poistamiseen käytetään
väkevää ammoniakkia. Oligonukleotidin irrottamiseen CPG-kantajasta ammoniakilla
tarvitaan noin tunnin reaktioaika ja irrottamiseen PS-kantajasta hiukan pidempi reak-
tioaika. Liian pitkä emäskäsittely saattaa liuottaa CPG:tä. Oligonukleotidin irrottami-
nen kantajasta on automatisoitu useimmissa oligonukleotidisyntetisaattoreissa. Ylei-
simmin käytetyt emässuojaryhmät (ABz, GiBu, CBz, T) ja fosforisuojaryhmänä käy-
tetty syanoetyyli irrotetaan myös ammoniakkikäsittelyllä. Suojaryhmien täydellisen
irottamisen varmistamikseksi tarvitaan noin kahdeksan tunnin ammoniakkikäsittely
55 oC:ssa tai noin neljän tunnin ammoniakkikäsittelyä 65 oC:ssa. Puhdistuksen kan-
nalta on hyvin tärkeää, että kaikki suojaryhmät irtoavat tuotteesta.80
Saostus on tehokas menetelmä pienten molekyylien, kuten suojaryhmien, irrotuksessa
muodostuneiden suolojen poistamiseen oligonukleotidituotteesta, mutta se ei sovellu
lyhyiden oligonukleotidien poistamiseen tuotteesta. Saostus on halpa ja tehokas me-
netelmä, joka soveltuu myös isojen oligonukleotidimäärien puhdistukseen. Se soveltuu
sekvensointiin, kloonaamiseen tai PCR:ään tarkoitettujen oligonukleotidien puhdistuk-
seen tai käytettyäväksi muiden puhdistusmenetelmien kanssa. Oligonukleotidien saos-
tus voidaan mm. tehdä liuottamalla oligonukleotidi pieneen määrään vettä, jonka jäl-
keen seokseen lisätään pieni määrä natriumasetaattia. Oligonukleotidi saostetaan lisää-
mällä etanolia ja jäähdyttämällä seosta. Etanoli voidaan korvata isopropanolilla, kun
saostetaan lyhyitä, alle 15 nukleotidin mittaisia oligonukleotidejä, paremman saostuk-
sen aikaansaamiseksi. Jäähdyttämisen jälkeen seos sentrifugoidaan ja liuos pipetoidaan
varovasti tuotteen päältä. Tuotteeseen lisätään vielä kerran etanolia ja sentrifugoidaan
tehokkaamman puhdistuksen varmistamiseksi.78,80
Denaturoiva polyakryyliamidigeelielektroforeesi (PAGE) soveltuu etenkin pitkien oligo-
nukleotidien puhdistukseen ja analysointiin. Menetelmällä voidaan poistaa tuotteesta
oligonukleotideja, jotka ovat lyhyempiä kuin haluttu oligonukleotidi, mutta se ei sovellu
hyvin modifioitujen oligonukleotidien puhdistukseen. Esimerkiksi tioloidut oligonukleo-
tidit voivat reagoida geelimatriisin kanssa Michaelin additiolla.78 PAGE perustuu va-
rattujen molekyylien liikkeeseen geelimatriisissa sähkökentän vaikutuksesta. Nopeus,
jolla molekyyli liikkuu geelimatriisissa, riippuu pääosin sen varauksesta ja massasta.
Oligonukleotideilla varaus/massa-suhde pysyy suhteellisen vakiona yli 10 nukleotidin
mittaisilla oligonukleotideilla, jonka ansiosta oligonukleotidit uuttuvat tasaisin välein
lyhyin oligonukleotidi ensin. Lyhyet 2-10 nukleotidin mittaiset oligonukleotidit ovat
poikkeus tähän ja dimeeri eluoituu näistä kaikkein hitaimmin. Tämä saattaa aiheut-
taa lyhyiden oligoukleotidien eluoitumisen tuotteen kanssa. Oligonukleotidin pituu-
den lisäksi myös oligonukleotidin sekvenssi vaikuttaa oligonukleotidin liikkumiseen gee-
lissä, joten samanmittaiset oligonukleotidit saattavat eluoitua eri kohtaan. Pitkille, yli
50 nukleotidin mittaisille oligonukleotideille kannattaa tehdä suolanpoisto esimerkiksi
saostamalla ennen PAGE:a.
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PAGE-puhdistus koostuu neljästä vaiheesta: elektroforeesista, tuotteen paikantami-
sesta UV-valolla, tuotealueen leikkaamisesta irti geelistä ja tuotteen eristämisestä gee-
listä. Elektroforeesi ajetaan sähkökentän avulla kunnes hitaimmin eluoituva tuote on
liikkunut ainakin 2/3 geelistä. Lyhyiden oligonukleotidien eluoituminen geelin yli ei
haittaa, koska ne eivät ole haluttuja tuotteita. Pidempi matka parantaa oligonukleo-
tidien erottumista. Ajon jälkeen tuotteen eluoitumiskohta tarkistetaan UV:llä, jonka
jälkeen tuote leikataan varovasti irti geelistä partaveitsellä. Tuote eristetään geelistä
joko liuottamalla geeliä 8-24 h veden ja neutraalin puskurin seoksessa tai elektrouu-
tolla. Elektrouutto tarkoittaa varattujen molekyylien uuttamista sähkökentän avulla
haluttuun liuottimeen. Lopuksi suolat poistetaan saostamalla, kokoekskluusiosuoda-
tuksella tai sopivalla patruunalla (affinity catridge).81 PAGE ei sovellu kovin suu-
rien oligonukleotidimäärien puhdistukseen. Integrated DNA Technologies (IDT) tar-
joaa 10 µmol:n mittakaavan puhdistuksen 20-50 nukleotidien mittaisille oligonukleoti-
deille. Saannoksi on ilmoitettu 100 OD, joka on noin puolet HPLC-puhdistuksella saa-
tavasta saannosta. PAGE-puhdistuksella saadaan yli 90 %:sti puhdasta oligonukleoti-
diä ja se hyvä valinta yli 60 nukleotidin mittaisille oligonukleotideille.82
HPLC on toinen menetelmä, jolla erimittaiset oligonukleotidit voidaan erotella toisis-
taan. Se soveltuu alle 50 nukleotidin mittaisten oligonukleotidien puhdistukseen hy-
vällä saannolla. Noin 20 nukleotidin mittaisten oligonukleotidien pudistuksen saanto
on 65-70 % raakatuotteen saannosta. HPLC on nopea menetelmä, joka on suurim-
maksi osin automatisoitu ja jonka mittakaavaa on suoraviivaista kasvattaa kasvatta-
malla laitteistoa ja kolonnia. HPLC-laitteisto on huomattavasti kalliimpi kuin PAGE-
laitteisto. HPLC-kolonnit ovat yleisimmin joko ioninvaihto- tai käänteisfaasikolonneja,
mutta myös muita kolonneja käytetään.80,83,84
Ioninvaihtokromatografia on hyvä menetelmä, jolla voidaan analysoida ja puhdistaa
sekä oligonukleotideja, joissa DMTr on vielä kiinni, että täysin suojaamattomia oligo-
nukleotideja. Ioninvaihtokromatografiassa kiinteänä faasina on käytetty mm tertiää-
risillä ja kvaternäärisillä ammoniumioniryhminillä derivatisoitua silikageeliä tai poly-
meeriä. Q-Sepharose, Sucrose-Q GE:tä ja TSK-gel Super-Q 5 PW Tosoh Bioscienceiltä
ovat esimerkkejä ison mittakaavan puhdistuksessa käytetyistä kiinteistä faaseista. Yh-
disteen eluoitumisnopeus riippuu varausten määrästä: mitä enemmän varauksia, sitä
hitaammin yhdiste eluoituu. Oligonukleotidien negatiivinen varaus kasvaa oligonukleo-
tidien koon kasvaessa, joten tuote, joka on yleensä raakatuotteen pisin oligonukleotidi,
eluoituu viimeiseksi. Osa nukleotidiemäksistä ovat varautuneita, joten myös nukleoti-
din emäskoostumus vaikuttaa nukleotidien retentioaikaan. Ionivaihtokromatografia ei
toimi kunnolla, jos oligonukleotidi on kiertyneenä niin, että osa varauksista on suo-
jattuna oligonukleotidikierteen sisällä. Tästä johtuen oligonukleotidi pitää yleensä de-
naturoida lisäämällä orgaanista liuotinta, kuten formamidia, asetonitriiliä tai etanolia,
tai käyttämällä korkean pH:n puskuria. Systeemi lämmittäminen 55-65 oC:een auttaa
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myös denaturoitumista. Ionivaihtokolonnien vahvuus on, että 5’-pään DMTr-suojausta
ei ole pakko säilyttää puhdistuksen ajaksi, joten puhdistettu oligonukleotidi voidaan
heti ottaa käyttöön. Lisäksi tuotteen eluoituminen on helpommin ennakoitavissa kuin
muilla HPLC-menetelmillä ja raakatuote voidaan laittaa sellaisenaan kolonniin. Ioni-
vaihtokromatografian eluenttina käytetään NaOH:n vesiliuoksen ja NaCl:n gradient-
tiä DNA-oligonukleotideille ja Na3PO4:n ja NaCl:n gradienttä sisältäen 10 % ACN:a
RNA-oligonukleotideille. DMTr-ryhmä voidaan poistaa oligonukleotidistä ionivaihtok-
romatografian aikana eluoimalla kolonnia esimerkiksi 5-10 % DCA-liuoksella kolonnin
latausvaiheen ja tuotteen eluoinnin välillä. Kromatografian jälkeen oligonukleotidi on
liuoksessa, jossa on suuri määrä suoloja ja mahdollisesti korkea pH. Suola ja vesi on
poistettava kromatografian jälkeen, jotta tuote säilyisi kunnolla ja olisi valmis jatko-
käyttöön. Suola poistetaan yleensä suodatuksella tai RP-patruunalla ja vesi poistetaan
kylmäkuivauksella.83,84
Käänteisfaasikromatografia (RP-HPLC) soveltuu erityisesti suurten oligonukleotidi-
määrien puhdistukseen. Kantajana käytetään yleensä silikaa, johon on kiinnitetty hii-
livetyketjuja (esim C18) tai divinyylibentseenillä derivatisoitua polystyreeniä. Tuot-
teiden erottuminen perustuu yhdisteiden hydrofobisuuteen. Mitä hydrofobisempi aine,
sitä pidempi retentioaika tuotteella on. Käänteisfaasikromatografiaa voi tehdä sekä
oligonukleotidille, jossa DMTr on kiinni, että suojaamattomalle oligonukleotidille.
DMTr:llä suojattu oligonukleotidi soveltuu hyvin käänteisfaasikromatografiaan. Teo-
riassa vain tuotteella on DMTr-ryhmä, sillä DMTr ryhmä poistetaan aina synteesi-
syklin alussa. DMTr on iso ja hydrofobinen, joten sitä sisältävän oligonukleotidin re-
tentioaika on huomattavasti pidempi kuin muilla oligonukleotideillä. DMTr-suojauksen
säilyttäminen kvantitatiivisesti voi olla hyvin hankalaa, sillä se saattaa irrota jo hyvin
lievästi happamissa olosuhteissa. Etenkin polymeereihin perustuvilla käänteisfaasiko-
lonneilla on hyvin suuri kapasiteetti sitoa trityloitua tuotetta. Näillä kolonneilla on
myös yleisesti ottaen pidempi elinikä kuin silikaan perustuvilla kolonneilla. Yleisesti
eluenttina käytetään asetonitriilin gradienttia laimeassa trietyyliammoniumasetaatti-
liuoksessa (TEAA). HPLC:n jälkeen DMTr:ä sisältävä tuote saostetaan etanolilla ja
DMTr irrotetaan natriumasetaatilla (pH 3). Kun kaikki DMTr on irronnut, seokseen
lisätään natriumasetaattia (pH 7.2), ja tuote saostetaan etanolilla. Lopuksi tuote ke-
rätään talteen sentrifugoimalla ja kylmäkuivataan.83,84
Ionipari-RP-HPLC on RP-HPLC:n variaatio, joka on melko uusi menetelmä oligo-
nukleotidien puhdistamiseen. Siinä käytetään samaa kolonnia kuin tavallisessa RP-
HPLC:ssä, mutta eluenttina käytetään esimerkiksi metanolin gradienttia heksafluorii-
sopropanolin, trietyyliamiinin ja veden seoksessa. Eri eluentin käyttö saa kiinteän faasin
toimimaan hiukan niin kuin ioninvaihtokromatografian kiinteä faasi. Tämä parantaa
kromatografian resoluutiota ja mahdollistaa tuotteen erottamisen N-1 oligonukleoti-
deistä ja mahdollisista depurinoiduista sivutuotteista. Eluentit ovat kuitenkin kalliita
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ja myrkyllisiä, mistä johtuen menetelmää ei käytetä ison mittakaavan puhdistukseen.
UPLC on HPLC modifikaatio, jossa käytetään hyvin pientä partikkelikokoa (<2 µm)
verrattuna HPLC:n normaaliin partikkelikoon (5-10 µm). Pienempi partikkelikoko ja
pumppujen korkeampi paine mahdollistaa nopeamman liuosvirtauksen menettämättä
resoluutiota, jolloin analyysi nopeutuu ja eluenttikulutus vähenee. UPLC-menetelmää
on hyödyllinen kun on monta näytettä analysoitavana.84
Edellä mainituista menetelmistä ioninvaihtokromatografia ja RP-HPLC ovat kaikkein
tärkeimpiä, kun halutaan puhdistaa oligonukleotideja isossa mittakaavassa. Trityloi-
dun oligonukleotidin puhdistaminen RP-HPLC:llä on helppo tehdä isommassa mitta-
kaavassa, sillä sen mittakaavaa voidaan muuttaa lineaarisesti kasvattamalla kolonnia
ja laitteistoa. Ioninvaihtokromatografiaa on kasvatettu puhdistamaan 300 mmol:a 20
nukleotidin mittaista oligonukleotidia, joka vastaa 2000 g raakatuotetta ja 1000 g puh-
distettua tuotetta käyttäen 50 L kolonnia. Isossa teollisuusmittakaavassa ioninvahtok-
romatografia voi olla suositeltava menetelmä, sillä se ei tarvitse ylimääräisiä vaiheita
puhdistuksen jälkeen trityylin poistamiseen. Tällä hetkellä ioninvaihtokromatografia
on antisens-oligonukleotidien puhdistuksessa käytetty.84,85 Esimerkiksi AsahiKasehi ja
GE valmistavat teollisuusmittakaavaan sopivia kromatografialaitteistoja (Kuva 9).75,86
Kuva 9: Teollisuusmittakaavasa käytetty kromatografiakolonni.86
Oligonukleotidijen puhdistaminen erilaisten patruunojen (Kuva 10)(cartidge)
avulla on kromatografiaa muistuttava menetelmä. Patruunoiden käyttö eroaa HPLC:n
käytöstä siten, että gradientin käytön sijaan tuote ensin viedään patruunaan liuotti-
mella, joka ei liikuta tuotetta, jonka jälkeen epäpuhtaudet pestään pois tuotteesta ja
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tuote eluoidaan pois patruunasta. Patruunoita on nopea käyttää ja halpa, mutta niillä
ei ole samaa kapasiteettia ja saantoa kuin HPLC:llä. Erillaisia patruunoita voidaan
käyttää eri tarkoituksiin. RP-kiintokantajaa sisältävää patruunaa voidaan käyttää
trityloitujen oligonukleotidien puhdistamiseen. Eri valmistajien patruunojen käyttö
eroavat joissakin määrin toisistaan. Applied Biosystemsin patruunalla oligonukleotidi-
tuote voidaan ladata patruunaan suoraan suojaryhmien irrotusreaktiosta (liuotettuna
laimeaan ammoniakkiin). Tuotetta sisältävä liuos painetaan kaksi kertaa patruunan
läpi, jonka jälkeen patruuna pestään ammoniumhydroksidin vesiliuoksella, vedellä,
TFA:lla DMTr:n irrottamiseksi ja uudestaan vedellä. Lopuksi tuote eluoidaan aseto-
nitriilin vesiliuoksella. Affiniteettipatruunaa voidaan käyttää suolanpoistoon, mutta ei
lyhyiden oligonukleotidien poistoon. Menetelmä soveltuu erityisesti PAGE:n ja ionin-
vaihtokromatografian jälkeiseen suolanpoistoon. Menetelmässä eluenttina käytetään
TEAA:n vesiliuosta ja asetonitriiliä. Kokoekskluusiosuodatus tai kokoeksluusiokro-
matografia perustuu molekyylien kokoeroihin eikä vuorovaikutuksiin kiinteän aineen
kanssa. Isommat molekyylit kulkevat lyhyemmän matkan kuin pienet molekyylit, sillä
isot molekyylit eivät mahdu kaikkiin kiinteän aineen huokosiin, jolloin isot molekyylit
eluoituvat aikaisemmin. Menetelmä sopii esimerkiksi suolanpoistoon muun puhdistuk-
sen jälkeen. Patruunamenetelmät ovat hyviä, jos jatkomenetelmien puhtausvaatimus
ei ole kovin korkea ja muiden puhdistusmenetelmien yhteydessä.84,87,88




Oligonukleotideja tarvitaan isossa mittakaavassa moneen eri tarkoitukseen kemial-
lisesta perustutkimuksesta mahdollisten antisense-lääkkeiden tutkimiseen ja valmis-
tamiseen. Tekstissä kuvattiin eri menetelmiä oligonukleotidien syntetisoimiseen ja
keskityttiin etenkin oligonukleotidisynteesiin isossa mittakaavassa. Oligonukleotidisyn-
teesi koostuu kahdesta vaiheesta. Ensimmäisessä vaiheessa oligonukleotidi kasvatetaan
toistamalla synteesisykliä, jonka aikana oligonukleotidia kasvatetaan joko yhdellä tai
useammalla nukleotidilla. Synteesi voidaan tehdä käyttäen yhtä kolmesta kytkentä-
menetelmästä, jotka soveltuvat hiukan eri tilanteisiin. Mahdollisia menetelmiä ovat
fosforamidiittimenetelmä, H -fosfonaattimenetelmä ja fosfotriesterimenetelmä. Näistä
kaksi ensimmäistä ovat käytössä säännöllisesti ja fosfotriesterimenetelmää käytetään
vain joissakin erikoistapauksissa. Fosforamidiittimenetelmä on suosittu etenkin auto-
matisoidussa synteesissä sen erinomaisen saannon ansiosta, mutta sen vesiherkkyys
vaikeuttaa sen käyttöä manuaalisesti tehtävässä synteesissä. H -fosfonaattimenetelmä
ei ole yhtä vesiherkkä kuin fosforamidiittimenetelmä, joten sitä on paljon helpompi
käyttää manuaalisessa synteesissä.
Oligonukleotidisynteesin seuraava vaihe on puhdistaminen. Valittu puhdistusmene-
telmä riippuu puhdistettavan oligonukleotidin pituudesta, tarvittavasta puhtausas-
teesta, oligonukleotidin käyttötarkoituksesta ja määrästä. Mahdollisia puhdistus-
menetelmiä ovat saostaminen, kokoekskluusiokromatografia, käänteisgaasipatruuna,
PAGE ja HPLC. Näistä kolme ensimmäistä soveltuvat pienten yhdisteiden kuten
erilaisten suolojen poistamiseen, mutta niitä ei voida käyttää tuotetta lyhyempien
oligonukleotidien poistamiseen seoksesta. Näitä menetelmiä voidaan käyttää joko
yksinään, tai jonkun muun puhdistusmenetelmän yhteydessä. Sekä PAGE, että HPLC
kykenevät poistamaan myös lyhyet oligonukleotidit tuotteesta. PAGE:a käytetään
etenkin pitkien oligonukleotidien puhdistukseen, mutta sillä ei voida puhdistaa kovin
suuria määriä tuotetta kerrallaan. HPLC:ä käytetään lyhyiden ja keskimittaisten
oligonukleotidien puhdistukseen, ja se soveltuu myös ison mittakaavan puhdistukseen.
Nykyään ioninvaihtokromatografia on käytössä teollisuusmittakaavan oligonukleotidi-
synteesin puhdistuksessa.
Oligonukleotidisynteesi voidaan jakaa kolmeen kategoriaan riippuen sen suoritus-
tavasta. Synteesi voidaan tehdä joko kiintokantajan pinnalla, liuoksessa tai näiden
välimuodolla liukoisella kantajalla. Synteesin suorittaminen kantajan pinnalla on
nykyään yleisimmin käytetty menetelmä. Menetelmän suurin vahvuus on menetelmän
helppo automatisointi, joka vähentää työn määrää, pienentää inhimillisen virheen
riskiä, helpottaa reaktion suojaamista vedeltä ja helpottaa optimointia. Automati-
sointi aloitettiin jo hyvin varhaisessa vaiheessa ja ilman sitä oligonukeltidisynteesi ja
sitä käyttävät sovellukset olisivat tuskin kehittyneet nykyiselle tasolleen. Nykyään
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automatisoituja oligonukleotidisyntetisaattoreita on saatavana laboratoriomittakaavan
koneista suuriin teollisuusmittakaavan koneisiin. Lisäksi on olemassa syntetisaatto-
reita, jotka pystyvät valmistamaan jopa satoja eri oligonukleotidejä rinnakkain.
Kaikista kiintokantajamenetelmän eduista huolimatta se ei kuitenkaan sovellu kaik-
kiin tarkoituksiin. Laboratoriomittakaavan syntetisaattorit eivät pysty valmistamaan
tarpeeksi suuria määriä esimerkiksi oligonukleotidin kemiallisen perustutkimuksen
tarpeisiin. Lisäksi syntetisaattoreita ei voida kasvattaa rajattomasti vastaamaan lää-
keteollisuuden tarpeita. Tämän takia vaihtoehtoisia menetelmiä lyhyiden oligonukleo-
tidien synteesiin kehitetään jatkuvasti. Liuossynteesin mittakaavaa on suoraviivaista
kasvattaa, mutta se vaati silikakromatografiapuhdistuksen reaktioiden välissä, joten se
on liian työläs eikä se sovellu hyvin suureen mittakaavaan. Liuossynteesiä on pyritty
helpottamaan mm. hoitamalla reaktioiden välinen puhdistus uuttamalla tai OSN:n
avulla. Molemmat menetelmät ovat lupaavia ja vaikuttavat mahdollisilta menetelmiltä
suuren mittakaavan oligonukleotidisynteesiin.
Oligonukleotidisynteesi liukoisella kantajalla on menetelmä, joka pyrkii hyödyntämään
sekä kiintokantajalla että liuoksessa tehtävien synteesin hyviä puolia. Synteesi tehdään
liuoksessa, jolloin mittakaavaa on suoraviivaisempaa muuttaa, mutta puhdistus teh-
dään saostamalla, jolloin reagenssiylimäärät voidaan helposti pestä pois. PEG ja ASS
ovat lupaavia liukoisia kantajia, joiden käyttö saattaa yleistyä tulevaisuudessa. Mo-
lemmat antavat hyvät saannot synteesisykliä kohden ja synteesin tekeminen suuressa
mittakaavassa vaikuttaa mahdolliselta. Menetelmän suurin heikkous on kuitenkin
saostuksessa tarvittavat suuret liuotintilavuudet.
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2 Kokeellinen osa
Laboratoriossa tarvitaan usein oligonukleotideja isommassa mittakaavassa kuin labo-
ratoriomittakaavan oligonukleotidisyntetisaattorilla voidaan valmistaa. Lisäksi synteti-
saattorit ovat kalliita ja niiden käyttöön ei ole aina mahdollisuutta. Tutkimuksessa py-
rittiin kehittämään tehokas menetelmä kolmen nukleotidin mittaisen oligonukleotidin
valmistamiseen. Tutkimuksen alussa nukleotiditrimeeri yritettiin valmistaa liuossyn-
teesillä H -fosfonaattimenetelmällä. Se kuitenkin osoittautui liian työlääksi ja hanka-
laksi, joten synteesi päätettiin tehdä sen sijaan käyttäen liukoista kantajaa. Liukoiseksi
kantajaksi valittiin paljon tutkittua PEG:a ja kykentämenetelmälsi vedelle vähemmän
herkkä H -fosfonaattimenetelmä. Tällä menetelmällä onnistuttiin valmistamaan tyy-
dyttävä määrä TTT-oligonukleotiditrimeeriä. Tässä on kuvattu ison mittakaavan oli-
gonukleotiditrimeerisynteesin kehittämistä.
2.1 Tulokset ja tulosten tarkastelu
Oligonukleotidiketjujen valmistukseen H -fosfonaattimenetelmällä tarvitaan oligo-
nukleotidin 3’-päätyblokki, jota käytetään synteesin ensimmäisenä monomeerinä.
Lisäksi tarvitaan nukleosidien H -fosfonaatteja, joita lisätään kerrallaan kasvavan
oligonukleotidin 5’-päähän. Aloitusmonomeerin 3’-OH voi joko olla kiinnitettynä kiin-
tokantajaan (28), jos synteesi tehdään kiintokantajalla, tai se voi olla suojattu jollakin
sopivalla suojaryhmällä kuten TBDMS:llä tai levulinyylillä, jolloin saadaan nukleosidit
29 ja 30. Nukleosidin H -fosfonaatissa 5’-OH on suojattu helposti irrotettavalla suo-
jaryhmällä. Monometoksitrityyli (MMTr)(31) ja dimetoksitrityyli (DMTr)(32) ovat
yleisesti käyettyjä suojaryhmiä tähän tarkoitukseen. Nukleosidin 3’-O-asemaan on
kiinnitetty H -fosfonaatti, joka on valmis reagoimaan vapaan 5’-OH:n kanssa (33,34).
Käytetyt monomeerit on esitelty kaaviossa 19. Synteesissä käytettiin nukleosidinä

























Kaavio 19: Esimerkkejä oligosynteesin monomeereistä
37
H -fosfonaatit valmistettiin tymidiinistä (35) (Kaavio 20). Synteesin ensimmäi-
sessä vaiheessa tymidiinin 5’-OH suojattiin 4-monometoksitrityyliryhmällä (31) tai
4,4’-dimetoksitrityyliryhmällä (32). Tuotteet 36 ja 37 puhdistettiin uudelleenkiteyt-
tämällä. Jos reaktiossa oli paljon epäpuhtauksia, kiteytymätön tuote puhdistettiin
silikakromatografisesti. Synteesin seuraavassa vaiheessa yhdisteistä 36 ja 37 valmis-
tettiin vastaavat H -fosfonaattit (33, 34) antamalla lähtöaineiden reagoida H3PO3:n ja
pivaoyylikloridin kanssa.89 Trityylisuojattuja yhdisteitä käsitellessä pitää huomioida,
että trityylisuojaus, etenkin 4,4’-dimetoksitrityyli, irtoaa helposti happamissa olosuh-
teissa. Tämän takia silikakromatografiaeluentissa tulee käyttää pieni määrä emästä,












































Kaavio 20: H -fosfonaattimonomeerien synteesi
Kiintokantajan pinnalle on helppo valmistaa pieniä määriä lyhyehköjä oligo-
nukleotidejä. Tämän takia kiintokantajamenetelmällä valmistettiin pieni määrä
d(TTT)-trimeeriä HPLC-referenssiksi (Kaavio 21). DMTr-dT-CPG kiintokantaja
(38) punnittiin kolonniin, jonka kumpaankiin päähän oli mahdollista liittää ruisku.
Ruiskuilla saatiin aikaan sekoitus ja liuotinvirtaus reaktion aikana niin, että reaktio
pysyi mahdollisimman kuivana. Reaktiossa käytettiin lähtöaineena yhdistettä 34, sillä
DMTr on helpompi irrottaa tuotteesta kytkentäreaktioiden välissä. Synteesi tehtiin
käyttämällä kirjallisuudessa esitettyä menetelmää.90 Synteesin lopuksi kiintokantaja
jaettiin kahteen samankokoiseen osaan. Toisesta osasta DMTr-suojaus poistettiin (39)
ja toiseen se jätettiin paikoilleen (40). Tuotteet irotettiin kantajasta väkevän ammo-
niakin vesiliuoksella ja analysoitiin HPLC:llä. Tuote karakterisoitiin HPLC:n ja MS-
spektroskopian avulla. Synteesit antoivat puhdasta tuotetta, mutta osasta tuoteesta
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Kaavio 21: d(TTT)-trimeerin synteesi kiintokantajalla. Menetelmä A: 25 % aq NH3,
16 h. Menetlmä B: 1. 3 % DCA:DCM 2. 25 % aq NH3, 16 h
Kiintokantajamenetelmä soveltuu huonosti jatkotutkimuksissa tarvittavien isom-
pien oligonukleotidimäärien valmistamiseen laboratorio-oloissa, joten erikoistyössä
tutkittiin vaihtoehtoisia menetelmiä trimeerin valmistamiseksi. Ensimmäinen vaih-
toehto oli valmistaa d(TTT)-trimeeri liuossynteesillä. Tähän käytettiin ensimmäisenä
monomeerinä sekä TBDMS:llä (29), että levulilyylillä (30) suojattua tymidiiniä.
Nämä molemmat valmistettiin yhdisteestä 36 lisäämällä haluttu suojaryhmä 3’-OH-
ryhmään (42, 43), jonka jälkeen trityylisuojaus poistettiin (Kaavio 22). Molemmissa
synteeseissä MMTr-suojaryhmän irrottaminen osoittautui hankalaksi. Toisaalta
MMTr-suojaus ei irronnut täydellisesti ja toisaalta 3’-OH:n suojaus irtosi reaktioaikaa
pidennettäessä. MMTr-suojaus yritettiin poistaa yhdisteestä 29 jodilla (Menetelmä
A), dikloorietikkahapolla (Menetelmä B) ja etikkahappo-vesiliuoksella (Menetelmä
C). Näistä menetelmistä jodi antoi parhaimman saannon (75,2 %), toisaalta haitta-
puolena on, että suuri osa reagoimattomasta lähtöaineesta hajosi (n. 20 % kaikesta
lähtöaineesta). Reaktio dikloorietikkahapolla antoi pienemmän saannon (57.8 %),
mutta suuri osa reagoimattomasta lähtöaineesta saatiin takaisin (37,4 %) ja vain
noin 5 % hajosi reaktion aikana. Yhdisteen 30 synteesissä MMTr-suojaus poistettiin
vain etikkahappo-vesiliuoksella. Kummankin synteesin saantoja voisi luultavasti pa-
rantaa vaihtamalla 4-monometoksitrityylisuojaus 4,4’-dimetoksitrityylisuojaukseksi,

























































Kaavio 22: aloitusmonomeerit. Menetelmä A: 1 % I2:MeOH, DCM, 1 d 20-50 ◦C. Me-
netelmä B: 3 % DCA:DCM, 30 min. Menetelmä C: 20:80 vesi-etikkahappoliuos
Nukleotiditrimeerin liuossynteesi tehtiin kirjallisuudessa esitetyn menetelmän
mukaisesti:90 Ensin tehtiin kytkentäreaktio käyttäen H -fosfonaattia ja aloitusmo-
nomeeriä, jonka jälkeen tuote puhdistettiin silikakromatografisesti, trityylisuojaus
poistettiin ja tuote puhdistettiin uudestaan. Tämän jälkeen kytkentäreaktio toistet-
tiin. Lopuksi H -fosfonaatit oli tarkoitus hapettaa fosfaatiksi jodin avulla.
Nukleotiditrimeerin synteesiä kokeiltiin pienessä skaalassa valmistamalla d(TT)-
dimeeri yhdisteistä 30 ja 34 käyttäen BOP-Cl:a (9) kytkentäreagenssina (Kaavio 23).
Ensimmäinen reaktion saanto oli 62 % ja NMR:n perusteella tuote oli oikea. Saadusta
tuotteesta 44 poistettiin DMTr-suojaus dikloorietikkahapolla. Tämäkin reaktio antoi
NMR:n perusteella halutun tuotteen. Näiden reaktioiden jälkeen tuotetta oli jäljellä


















































Kaavio 23: ensimmäinen nukleotiditrimeerin liuossynteesikokeilu
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Seuraavaksi tutkittiin nukleotidisynteesiä liuoksessa isommassa skaalassa (Kaa-
vio 24). Tällä kertaa synteesin lähtöaineina käytettiin yhdisteitä 33 ja 29. Syntee-
sin alku tehtiin samalla tavalla kuin edellinen synteesi, kunnes saatiin tuotteeksi yh-
diste 46. Ensimmäinen kytkentäreaktio toimi hyvin (saanto 57.9 %), mutta MMTr-
suojauksen kanssa oli sama ongelma kuin aloitusmonomeeriä valmistettaessa: MMTr
ei irronnut kokonaan suojaryhmän irrotusvaiheessa ja saanto oli vain 35.3 %:a. Seuraa-
vaksi kytkentäreaktio toistettiin samalla tavalla kuin edellinen kytkentäreaktio käyt-
täen BOB-Cl:a (9) kytkentäreagenssina. Tämä reaktio ei toiminut vaan tuote ha-
josi joko reaktion aikana tai sen jälkeen puhdistuksessa tai säilytyksessä. 31P-NMR-
































































Kaavio 24: toinen nukleotiditrimeerin liuossynteesikokeilu
Seuraavaksi nulkeotiditrimeerin synteesi yritettiin tehdä käyttäen polyetylee-
niglykolia (PEG) (49) liukoisena kantajana.19 PEG liukenee veteen ja valtaosaan
orgaanisia liuottimia, mutta se ei liukene eetteriin. Tämä ansiosta oligonukleotidi,
jossa on PEG:a kiinni, saostuu, kun ainakin 90 %:a liuottimesta on eetteriä. Ennen
nukleotiditrimeerin synteesiä piti valmistaa yhdiste 50 aloitusmonomeeriksi. Synteesi
aloitettiin yhdisteestä 37, jonka annettiin reagoida meripihkahapon anhydridin (51)
kanssa. Tuotteeksi saatiin yhdistettä 52 jossa sukkinyylin on tarkoitus toimia linkke-
rinä PEG:lle. Seuraavaksi yhdiste 52 annettiin reagoida PEG:n kanssa jolloin saatiin
tuotteeksi 50. Tämän jälkeen regoimattoman PEG:n vapaat OH-ryhmät asetyloitiin
käsittelemällä tuote etikkahappon anhydridillä, lutidiinilla, ja metyyli-imidatsolilla.



























DMAP,  pyridiini,  20 h
H O OHn








Kaavio 25: PEG-tymidiinin synteesi
Nukletiditrimeerin synteesi liukoisella kantajalla käytettiin kytkentäreaktiossa
DMTr:llä suojattua H -fosfonaattia (34), sillä MMTr:n käytössä oli havaittu han-
kaluuksia (Kaavio 26). Ensimmäinen vaihe d(TTT)-trimeerin synteessä oli poistaa
DMTr-suojaus aloitusmonomeeristä (50). Tämä tehtiin dikloorietikkahapolla dikloo-
rimetaanissa. Reaktio lopetettiin saostamalla tuote eetterillä. Ennen kuin synteesiä
jatkettiin, tarkistettiin oliko kaikki DMTr irronnut rikkihapolla värjätyllä TLC-levyllä.
Jos TLC-levyllä näkyi punaista lähtöaineen kohdalla, DMTr-suojaus ei ollut irronntut















3 % DCA:DCM, 





































































25 % aq NH3, 


















50 28 53 54
55 56 40
Kaavio 26: d(TTT)-trimeerin synteesi liukoisella kantajalla. Menetelmä A: Yhdiste 34,
BOP-Cl, 1:3 pyridiini-ACN -liuos, 4h. Menetelmä B: Yhdiste 34, pivaoyylikloridi 1:3
pyridiini-ACN -liuos.
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Seuraavaksi tehtiin ensimmäinen kytkentäreaktio käyttäen kytkentäreagenssinä
joko BOP-Cl:a (Menetelmä A) tai pivaoyylikloridia (Menetelmä B) jolloin tuotteeksi
saatiin 53. Reaktiot lopetettiin saostamalla tuote eetterillä. Kummassakin menetel-
mässä oli ongelmana, että tuotteen lisäksi eetteri saosti reagoimatonta lähtöainetta
ja sivutuotteita. Nämä voivat aiheuttaa jatkossa ylimääräisiä reaktioita. Erityisesti
reagoimaton H -fosfonaattimonomeeri voi seuraavissa kytkentäreaktioissa muodostaa
ongelman, koska se voi mahdollisesti kilpailla seuraavassa kytkentäreaktiossa lisätyn
H -fosfonaattimonomeerin kanssa. Lisäksi kytkentäreagenssien suolat ovat happamia.
Tämä puolestaan johtaa siihen, että DMTr-suojaus saattaa irrota väärässä kohtaa
synteesiä. Epäpuhtauksien poistamiseen käytettiin kahta menetelmää. Toisessa sa-
kattu tuote liuotettiin asetonitriiliin ja sakattiin uudellaan, jolloin toivottiin, että
ainakin osa asetonitriiliin liukenevista epäpuhtauksista jäisi asetonitriiliin. Toinen
menetelmä oli liuottaa sakattu tuote DCM:n ja lisätä joukkoon pieni määrä tri-
butyyliamiinia (TBA) ennen kuin tuote sakattiin uudelleen. Tämän oli tarkoitus
vaihtaa H -fosfonaattiepäpuhtauden vastinemäkseksi TBA pyridiinin sijaan, jolloin
epäpuhatus olisi liukoisempi. Molemmat menetelmät toimivat osittain, muttei täydel-
lisesti.
Toinen kytkentäreaktio toistettiin samalla tavalla kuin edellinen: DMTr-suojaus irro-
tettiin yhdisteestä 53 ja tehtiin kytkentäreaktio. Toisen kytkentäreaktion jälkeen oli
tärkeää, että reaktio pysyisi emäksisenä, jotta DMTr-suojaus ei irtoaisi. Siksi pesuliu-
oksiin ja haihdutuksiin, joissa pyridiiniä ei ollut läsnä lisättiin pieni määrä TEA:a.
Ilman emästä epäpuhtaudet tekivät seoksesta liian happaman jolloin DMTr-suojaus
irtosi ennenaikaisesti. DMTr-suojaus haluttiin säilyttää SPE-kolonnilla tehtävää esi-
puhdistusta varten.
Kahden kytkentäreaktion jälkeen H -fosfonaatit hapetettiin fosfaatiksi 2 %:lla jo-
dilla pyridiini-vesiliuoksessa, jonka jälkeen nukleotiditrimeeri irrotettiin kantajasta
ammoniakkikäsittelyllä. Nukleotiditrimeerin irrottamiseen kantajasta tarvittiin am-
moniakkikäsittely yön yli 60 ◦C:ssa. Kummankin reaktion tuotteesta ajettiin HPLC
(Kuva 11). kromatogrammin perusteella kummallakin menetelmällä saatiin oikea tuote
(40). HPLC:n tuotepiikin kohdalta otettiin näyte massaspektriä varten, millä varmen-
nettiin tuotteen oikeellisuus. Tuotteelle tehtiin esipuhdistus käyttäen Bond Elut C18
SPE-kolonnia. Esipuhdistuksen avulla päästiin eroon H -fosfonaatti epäpuhtauksista
ja suuresta osasta PEG-epäpuhtautta. HPLC:n ja UV-määrityksen perusteella koko













Kuva 11: Käänteisfaasi HPLC kromatogrammit. A: Referenssigrammi-DMTr-dT-CPG
kiintokantajalla valmistettu DMTr-d(TTT)/d(TTT). B: DMTr-d(TTT) valmistettu
PEG-synteesin menelmällä B. C: DMTr-d(TTT) valmistettu PEG-synteesin menel-
mällä A. D: C-kohdan DMTr-d(TTT) SPE-kolonnipuhdistuksen jälkeen. Aika minuu-
teissa. Yhdisteen 39 retentioaika oli 8.7 min ja yhdisteem 40 retentioaika oli 19.9 min.
Trimeerin synteesi liukoisella PEG-kantajalla vaikuttaa hyvin lupaavalta. Saanto oli
lupaava ja reaktion pitäisi olla melko helppo tehdä myös isommassa skaalassa. Synteesi
on nopea koska siinä ei tarvita aikaavieviä silikakromatografiapuhdistuksia. Hapetetun
nukleotiditrimeerin 56 pystyy helposti valmistamaan viikossa. Haittapuolena on, että
synteesi tarvitsee melko suuria määriä eetteriä sakkauksia varten. Toisena ongelmana
on epäpuhtaudet, joiden poistamiseen ei ole vielä löydetty hyvää menetelmää. Lisäksi
täytyy kehittää menetelmä, jolla tuote saataisiin puhdistettua synteesin lopuksi.
SPE-kolonnin avulla tehdyn puhdistuksen perusteella vaikuttaa todennäköiseltä,
että tämä olisi mahdollista matalapainekäänteisfaasikromatografian avulla. Kaiken
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tämän huomioon ottaen voi sanoa, että pienellä jatkokehittämisellä tästä voitaisiin saa-
daan hyvä menetelmä lyhyiden oligonukleotidiketjujen valmistamiseen isossa skaalassa.
2.2 Menetelmät
Reaktioiden TLC-seurantaan käytettiin SUPELCO analyticalin 254 nm:n fluoresenssi-
indikaattorilla varustettua 0.75 mUg silikageelillä päällystettyjä AlTLC-levyjä. Levyjä
tulkittiin UV-valossa 254 nm aallonpituudella ja tarvittaessa kastamalla levy va-
niliiniliuokseen (6 g vaniliini: 1 ml väkevä rikihappo: 100 ml etanoli) tai 10 %:sen
rikkihapon etanoliliuoksella ja kehittämällä levyjä kuumentamalla. Liuokoisen kan-
tajan lataus mitattiin UV-määrityksen avulla: 1-4 mg tarkasti punnittua kantajaa
liuotettiin 10 ml 3 %:een DCA:DCM-liuokseen. 1 ml tätä liuosta liuotettiin 10 ml
3%:een DCA:DCM-liuokseen. Valmistetun liuoksen absorbanssi mitattiin 498 nm:n
aallonpituudella ja kantajaan kiinnitetyn nukleotidin määrä laskettiin kaavalla (ab-
sorbanssi*liuotintilavuus(ml)*14.3/kantajan massa (mg).91 HPLC-kromatogrammit
mitattiin käyttäen BDS Hypersil C18 (pituus 250 mm, sisähalkaisija 4 mm) kolonnia.
Eluenttina käytettiin asetonitriilin ja ammoniumasetaatin gradienttia (0 min: 100:0
NH4OAc:ACN; 30 min 40:60 NH4OAc:ACN; 40 min 20:80 NH4OAc:ACN; 50 min
NH4OAc:ACN; 60 min 100:0 NH4OAc:ACN). Silikapylväissä käytettiin pylväskro-
matografiaan tarkoitettua Silicagel 60 (hiukkaskoko 0.040-0.063 mm (230–400 mesh
ASTM) silikaa. NMR-spektrit mitattiin käyttämällä Varian 500MHz Inova ja 300 MHz
Inova NMR-spektrometrejä ja referenssinä käytettiin liuotinsignaaleja. Kemialliset
siirtymät on ilmaistu ppm:issä. Massaspektrit mitattiin Bruker daltonicsin microTOF
massaspektrometrillä. 1 M TEAB-puskuri valmistettiin liuottamalla 1 mol TEA:a
litraan vettä ja neutraloimalla hiilihappojään avulla.
5’-O-(4-monometoksitrityyli)tymidiini (36)
5.00 g (20.6 mmol, 1 ekv) tymidiiniä (35) kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti
pyridiinin kanssa jonka jälkeen se liuotettiin 50 ml:aan kuivaa pyridiiniä. Reaktioon
lisättiin 7.65 g (24.8 mmol, 1.2 ekv) 4-monometoksitrityylikloridia (31) ja sekoitettiin
yön yli huoneenlämpötilassa. Reaktio lopetettiin lisäämällä 20 ml:a MeOH:a ja haih-
duttamalla reaktio kuiviin.
Raakatuote liuotettiin DCM:iin ja pestiin NaHCO3:lla ja kylläisellä NaCl:lla (aq). Ve-
sifaasit takaisinuutettiin DCM:lla. Orgaaniset faasit kuivattiin Na2SO4:lla suodatettiin
ja haihdutettiin kuiviin. Jäljelle jäänyt pyridiini poistettiin haihduttamalla atseot-
rooppisesti ensin tolueenin kanssa ja sitten ACN:n kanssa. Tuote uudelleenkiteytettiin
ACN:stä. Saanto 6.18 g (55 %) valkoisia kiteitä. 1H NMR δH (500 MHz, CDCl3) 1.49
(s, 3 H, 5CH3), 2.31 (s, 1 H, 3′OH), 2.31-2.43 (m, 2 H, H2′/H2′′), 3.37-3.49 (m, 2 H,
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H5′/H5′′), 3.80 (s, 3 H, MMTrOMe), 4.06 (s, 1 H, H4′), 4.57 (s, 1 H, H3′), 6.40-6.42 (t,
J=6.57 Hz, 1 H, H1), 6.84-6.86 (m, 2 H, MMTr), 7.17-7.32 (m, 8 H, MMTr), 7.4 (m, 4
H, MMTr), 7.56 (s, 1 H, H6), 8.59 (s, 1 H, NH).
5’-O-(4,4’-dimetoksitrityyli)tymidiini (37)
10.00 g (41.4 mmol, 1 ekv) tymidiiniä (35) kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti
pyridiinin kanssa, jonka jälkeen se liuotettiin 150 ml:aan pyridiiniä. Reaktioon lisättiin
15.39 g (45.4 mmol, 1.1 ekv) 4,4’-dimetoksitrityylikloridia (32). Reaktiota sekoitettiin
yön yli huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen se lopetettiin lisäämällä 10 ml:a MeOH:a
ja haihduttamalla lähes kuiviin.
Raakatuote liuotettiin DCM:iin ja pestiin NaHCO3:lla ja kylläisellä NaCl:lla (aq).
Orgaaniset faasit kuivattiin Na2SO4:lla suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote
uudelleenkiteytettiin ACN:sta. Kiteytymätön tuote puhdistettiin silikakromatogra-
fialla käyttäen eluenttina 50-80 %:a EtOAc:a heksaanissa. Saanto 86.9 %. 1H NMR
δH (500 MHz, CDCl3) 1.66 (s, 3 H, 5CH3), 2.23 (s, 1 H, 3′OH), 2.26-2.43 (m, 2 H,
H2′/H2′′), 3.33-3.35 (m, 1 H, H5′/H5′′), 3.42-3.44 (m, 1 H, H5′′/H5′), 3.75 (s, 6 H,
MMTrOMe), 4.06 (s, 1 H, H4′), 4.55 (s, 1 H, H3′), 6.40-6.43 (t, J=6.58 Hz, 1 H, H1),
6.80-6.82 (d, J=8.38 Hz, 4 H, MMTr), 7.18-7.21 (m, 1 H, MMTr), 7.25-7.27 (m, 6 H,
MMTr), 7.39 (m, 2 H, MMTr), 7.58 (s, 1 H, H6), 9.56 (s, 1 H, NH). 13C NMR δC (75
MHz, CDCl3) 11.73 (5CH3), 40.86 (C2′), 55.17 (MMTrOMe), 63.59 (C5′ ), 72.32 (C3′),
84.72 (C1′), 86.27 (C4′), 111.16 (C5), 113.18 & 127.03 & 127.90 & 128.06 & 130.01
(MMTr), 86.81 & 135.32 & 135.39 & 144.3 & 158.60 & 158.61 (Cq-MMTr), 135.71
(C6), 150.62 (C2), 164.03 (C4 ).
5’-O-(4-monometoksitrityyli)-tymidiini-3’-vetyfosfonaatti (33)
4.06 g (7.88 mmol, 1 ekv) yhdistettä 36 ja 6.46 g (79.2 mmol, 10 ekv) H3PO3:a
kuivattiin haihduttamalla ne atseotrooppisesti pyridiinin kanssa omissa astioissaan.
H3PO3:sta valmistettiin n. 2 M liuos liuottamalla se 40 ml:aan kuivaa pyridiiniä.
Kuivattu 36 liuotettiin H3PO3-liuokseen, jonka jälkeen seokseen lisättiin 5.34 ml (4.36
mol, 5.5 ekv) pivaoyylikloridia. Reaktioliuosta sekoitettiin 4 h huoneenlämpötilassa,
jonka jälkeen reaktio lopetettiin lisäämällä siihen 10 ml 1 M TEAB-puskuria. Seos
laimennettiin 100 ml:lla DCM:a ja uutettiin 75 ml:lla 0.5 M TEAB-puskuria. Vesifaasi
takaisinuutettiin 50 ml:lla DCM:a. Orgaaniset faasit yhdistettiin ja haihdutettiin
kuiviin pyöröhaihduttimella.
Raakatuote puhdistettiin silikakromatografisesti käyttäen eluenttina gradienttia 0-10
%:a MeOH 1 %:ssa pyridiiniä ja DCM:ssa. Tuotefraktiot haihdutettiin kuiviin, liuo-
tettiin 50 ml:aan DCM:a ja uutettiin 2 x 50 ml:lla 0.5 M TEAB-puskurilla. Lopuksi
orgaaninen faasi haihdutettiin kuiviin. Reaktion saanto oli 4.21 g (92.5 %) vaaleaa
vaahtoa. 1H NMR δH (300 MHz, CDCl3) 1.36 (s, 3 H, 5CH3), 2.32-2.41 (m, 1 H,
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H2′/H2′′), 2.54-2.62 (ddd, J=2.26 Hz, 5.58 Hz, 13.52 Hz, 1 H, H2′′/H2′), 3.35-3.39
(dd, J=2.28 Hz, 10.57 Hz, 1 H, H5′′/H5′), 3.43-3.47 (dd, J=2.67 Hz, 10.52 Hz, 1
H, H5′/H5′′), 3.76 (s, 3 H, MMTrOMe), 4.23-4.26 (m, 1 H, H4′), 4.94-5.02 (m, 1
H, H3′), 6.40-6.44 (dd, J=8.24 Hz, 8.60 Hz, 1 H, H1′), 6.78-6.83 (m, 2 H, MMTr),
7.19-7.28 (m, 8 H, MMTr), 7.36-7.40 (m, 4 H, MMTr), 7.55 (s, 1 H, H6), 5.84 & 7.90
(d, J=618 Hz, 1 H, P(OR)(O)2H). 13C NMR δC (75 MHz, CDCl3) 11.56 (5CH3),
39.72 (C2′), 55.16 (MMTrOMe), 63.55 (C5′ ), 73.95 (C3′), 84.44 (C1′), 85.15 (C4′),
87.13 (Cq-MMTr), 111.05 (C5), 113.18 & 127.88 & 128.47 (MMTr), 134.47 (tert-
MMTr), 135.60 (C6), 143.30 & 147.72 & 158.69 (tert-MMTr), 150.55 (C2), 163.93 (C4 ).
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-tymidiini-3’-vetyfosfonaatti (34)
5.00 g (9.18 mmol, 1 ekv) yhdistettä 37 ja 7.53 g (91.8 mmol, 10 ekv) H3PO3:a
kuivattiin haihduttamalla ne atseotrooppisesti pyridiinin kanssa omissa astioissaan.
H3PO3:sta valmistettiin n. 2 M liuos liuottamalla se 50 ml:aan kuivaa pyridiiniä.
Kuivattu 37 liuotettiin H3PO3-liuokseen, jonka jälkeen seokseen lisättiin 6.22 ml (5.05
mol, 5.5 ekv) pivaoyylikloridia. Reaktioliuosta sekoitettiin 4 h huoneenlämpötilassa,
jonka jälkeen reaktio lopetettiin lisäämällä 10 ml 1 M TEAB-puskuria. Seos laimen-
nettiin 100 ml:lla DCM:a ja uutettiin 75 ml:lla 0.5 M TEAB-puskuria. Orgaaninen
faasi haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimella.
Raakatuote puhdistettiin silikakromatografialle käyttäen eluenttina gradienttia 0-10
%:a MeOH 1 %:ssa TEA:ssa ja DCM:ssa. Tuotefraktiot haihdutettiin kuiviin. Reak-
tion saanto oli 6.11 g (93.8 %) vaaleaa vaahtoa. 1H NMR δH (500 MHz, CDCl3)
1.33 (s, 3 H, 5CH3), 2.30-2.38 (m, 1 H, H2′/H2′′), 2.56-2.59 (dd, J=3.67 Hz, 12.61
Hz, 1 H, H2′′/H2′), 3.33-3.44 (m, 2 H, H5′/H5′′), 3.76 (s, 6 H, MMTrOMe), 4.23 (s,
1 H, H4′), 4.99 (m, 1 H, H3′), 6.40-6.43 (t, J=6.63 Hz, 1 H, H1′), 6.79-6.81 (m, 4 H,
MMTr), 7.18-7.26 (m, 7 H, MMTr), 7.36-7.37 (m, 2 H, MMTr), 7.58 (s, 1 H, H6), 6.23
& 7.47 (d, J=622 Hz, 1 H, P(OR)(O)2H). 13C NMR δC (125 MHz, CDCl3) 11.51
(5CH3), 39.70 (C2′), 55.13 (MMTrOMe), 63.43 (C5′ ), 73.12 (C3′), 84.49 (C1′), 85.21
(C4′), 86.90 (Cq-MMTr), 111.08 (C5), 113.18 & 127.00 & 127.88 & 128.17 & 130.07 &
130.11 (MMTr), 135.27 & 135.35 (Cq-MMTr), 135.80 (C6), 144.24 & 158.60 & 158.61
(Cq-MMTr), 150.50 (C2), 164.00 (C4 ). 31P NMR δP (202 MHz CDCl3), 4.04 (s).
d(TTT)-trimeeri GPC-kantajalla (41)
Kaikki vedettömät lähtöaineet kuivattiin ja kaadettiin septumeilla suljettuihin kol-
veihin. Lähtöaineet olivat 28 ml 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta, 0.071 g (0.1 mmol)
yhdistettä 34 2 ml:ssa 1:3 pyridiini-asetoniitriililiuosta, 0.133 ml pivaoyylikloridia 5
ml:ssa 1:3 pyridiiniä-asetonitriililiuosta, 10 ml:a 3 % DCA DCM:ssa ja 2 % jodia 4:96
vesi-pyridiiniliuoksessa. 50 mg DMTr-dT-CPG kiintokantajaa, jossa oli 30-40 µmol
tymidiiniä grammassa, punnittiin kolonniin ja kuivattiin vakuumissa.
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Menetelmä:
1. Kiintokantaja pestiin 20 ml:lla DCM:a.
2. DMTr irotettiin kantajasta 2 ml:lla DCA:DCM-liuoksella kunnes punaisen värin
intensiteetti ei enää kasvanut. Reaktion aikana sekoitus saatiin aikaan kahden reak-
tiokolonniin asetetun ruiskun avulla.
3. Kiintokantaja pestiin 40 ml:lla DCM:a.
4. Kiintokantaja pestiin 2 ml:lla asetonitriiliä
5. Kiintokantaja pestiin 2 ml:lla 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta
6. Kytkentäreaktiossa toiseen ruiskuun otettiin 0.3 ml H -fosfonaattiliuosta ja toiseen
0.2 ml pivaoyylikloridiliuosta. Reaktion aikana liuotinvirtaus ja sekoitus saatiin aikaan
kahden reaktiokolonniin asetetun ruiskun avulla. Reaktioliuosts sekoitettuu 3 min
ajan.
7. Toistettiin vaihe 6
8. Kiintokantaja pestiin 2 ml:lla 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta
9. Kiintokantaja pestiin 2 ml:lla asetonitriiliä
10. Kiintokantaja pestiin 40 ml:lla DCM:a.
11. Toistettiin vaiheet 2-10
12. Tuote hapetettiin 2 % jodi 4:96 vesi-pyridiiniliuoksella 30 min ajan
13. Seos kuivattiin vakuumissa
35 mg tuotteesta käytettiin DMTr-suojattun d(TTT)-trimeerin valmistukseen (40) ja
loput suojaamattoman trimeerin (39) valmistukseen.
5’-O-DMTr-d(TTT)-trimeeri (40)
35 mg yhdisteestä 41 siirrettiin lasivialliin. Astiaan lisättiin ammoniakkia ja reak-
tioreoksen annettiin reagoida yön yli. Ammoniakki haihdutettiin pois ja tuotetta
käytettiin HPLC-referenssinä muita reaktioita varten. Tuotteen retentioaika oli 19.8
min käytetyllä HPLC-menetelmällä.
d(TTT)-trimeeri (39)
Lopusta yhdisteestä 41 irroitettiin DMTr-suojaus 2 ml:lla 3 %:lla DCA:a DCM:ssa.
Tuote pestiin 60 ml:lla DCM:a. Tuote kuivattiin vakuumissa ja siirrettiin lasivialliin.
Tuote irrotettiin kantajasta väkevällä ammoniakin vesiliuoksella yön yli. Reaktion




4.00 g (7.34 mmol, 1 ekv) yhdistettä 36, 1.55 g (10.3 mmol, 1.3 ekv) tert-
butyylidimetyylisilyylikloridia (TBDMSCl) ja 0.80 g (11.8 mmol, 1.5 ekv) imidatsolia
liuotettiin 50 ml:aan analyyttistä DCM:a. Reaktioliuosts sekoitettiin yön yli huo-
neenlämpötilassa. Seuraavana päivänä seokseen lisättiin 1.10 g (7.29 mmol, 0.94 ekv)
TBDMSCl:a ja 0.37 g (5.36 mmol, 0.69 ekv) imidatsolia ja reaktioliuoksen sekoitta-
mista jatkettiin vielä 3 päivää.
Reaktioliuos uutettiin 40 ml:lla NaHCO3:a ja 40 ml:lla kylläisellä NaCl:lla (aq). Vesi-
faasit takaisinuutettiin DCM:lla, orgaaniset faasit yhdistettiin, kuivattiin Na2SO4:lla,
suodatettiin ja haihdutettiin. Raakatuote puhdistettiin silikakromatografialla käyttäen
eluenttina gradienttia 0-5 %:a MeOH 0.1 %:ssa TEA:ssa ja DCM:ssa. Tuotefraktiot
haihdutettiin kuiviin. Tuotteeksi saatiin 4.64 g (94.9 %) valkoista vaahtoa. 1H NMR
δH (500 MHz, d-asetoni) 0.03-0.07 (s, 6 H, SiCH3), 0.86 (s, 9 H, SiC(CH3)3), 1.53 (s,
3 H, 5CH3), 2.26-2.31 (m, 1 H, H2′/H2′′), 2.39-2.43 (dt, J=6.65 Hz, 13.30 Hz, 1 H,
H2′′/H2′), 3.25-3.35 (dd, J=3.2, 10.36, 1 H, H5′′/H5′), 3.41-3.44 (dd, J=1.96, 10.36, 1
H, H5′/H5′′), 3.80 (s, 3 H, MMTrOMe), 3.98 (m, 1 H, H4′) 4.66 (m, 1 H, H3′), 6.33
(t, J=6.56 Hz, 1 H, H1′), 6.92 (d, J=8.47, 2 H, MMTr), 7.26-7.29 (m, 2 H, MMTr),
7.33-7.38 (m, 6 H, MMTr), 7.51 (d, J=6.04 Hz, 4 H, MMTr), 7.62 (s, 1 H, H6), 9.97 (s,
1H, NH). 13C NMR δC (125 MHz, d-asetoni) -4.49 & -4.68 (SiCH3), 12.30 (5CH3),
18.52 (SiC), 26.15 (SiC(CH3)3), 41.44 (C2′), 55.57 (MMTrOMe), 64.27 (C5′ ), 73.22
(C3′), 85.28 (C1′), 87.10 (C4′), 110.91 (C5), 114.06 & 127.96 & 128.77 & 129.29 &
131.33 (MMTr), 136.38 (C6), 87.75 & 135.99 & 145.34 & 145.36 & 159.92 (Cq-MMTr),
151.23 (C2), 164.22 (C4 ).
3’-O-tert-butyylidimetyylisilyylitymidiini (29)
Menetelmä A; MMTr:n irrotus käyttäen jodia: 1.9 g (3.0 mmol) yhdistettä
42 liuotettiin 10 ml:aan DCM:a. Seokseen lisättiin 20 ml 1 %:sta jodia MeOH:ssa.
Reaktiota seurattiin TLC:llä. Reaktioliuosta sekoitettiin 3 h huoneenlämpötilassa ja
1.5 h 50 ◦C:ssa. Tämän jälkeen seokseen lisättiin 2 tippaa etikkahappoa mahdollisen
emäksen neutraloimiseksi ja sekoitusta jatkettiin yön yli. Seuraavana päivänä reaktio-
liuosts lämmitettiin 3 h 50 ◦C:ssa, minkä jälkeen reaktio lopetettiin.
Reaktioliuos uutettiin 20 ml:lla ja 10 ml:lla Na2CO3 ja 20 ml:lla kylläisellä NaCl:lla
(aq). Orgaaninen faasi kuivattiin Na2SO4, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote
puhdistettiin silikakromatografisesti käyttäen eluenttina gradienttia 0-2 %:a MeOH:a
DCM:ssa. Tuotteen saanto oli 0.81 g (75.2 %) ja lähtöainetta saatiin takaisin 0.06 g
(3.2 %).
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Menetelmä B; MMTr:n irrotus käyttäen dikloorietikkahappoa: 2.23 g
(3.46 mmol, 1 ekv) yhdistettä 42 liuotettiin 100 ml:aan 3 %:een dikloorietikkahap-
poon dikloorimetaanissa (36.3 mmol, 10.5 ekv). Reaktioliuosts sekoitettiin 30 min
huoneenlämpötilassa, minkä jälkeen se lopetettiin lisäämällä 14.86 g (140 mmol, 40.4
ekv) Na2CO3 liuotettuna 75 ml:aan vettä. Orgaaninen ja vesifaasi erotettiin ja vesi-
faasi takaisinuutettiin DCM:lla. Orgaaninen faasi yhdistettiin ja uutettiin kylläisellä
NaCl:lla (aq). Kylläinen NaCl (aq) takaisinuutettiin 3 x DCM:lla, orgaaniset faasit
yhdistettiin, kuivattiin Na2SO4, suodatettiin ja haihdutettiin. Tuote puhdistettiin sili-
kakromatografisesti käyttäen eluenttina 0-2 %:a MeOH:a DCM:ssa. Tuotteen saanto
oli 1.26 g (57.8 %) ja lähtöaineen saatiin takaisin 0.83 g (37.4 %).
Menetelmä C; MMTr irrotus etikkahapolla: 2.69 g (4.28 mmol, 1 ekv) yhdistettä
29 liuotettiin 25 ml:aan 8:2 etikkahappo-vesiliuosta. Reaktioliuosts sekoitettiin 30 min
huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen seos haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimella.
Tuote puhdistettiin silikakromatografialla käyttäen eluenttina gradienttia 0-10 %:a
MeOH:a DCM:ssa. Tuotteen saanto oli 0.76 g (48.6 %).
1H NMRδH (500 MHz, CDCl3) 0.075 (s, 6 H, SiCH3), 0.88 (s, 9 H, SiC(CH3)3),
1.89 (s, 3 H, 5CH3), 2.18-2.23 (m, 1 H, H2′/H2′′), 2.30-2.34 (m, 1 H, H2′′/H2′),
2.86 (broad, 1 H, 5′OH) 3.73-3.75 (m, 1 H, H5′′/H5′), 3.89 (m, 1 H, H5′/H5′′)
3.91 (m, 1 H, H4′) 4.48 (m, 1 H, H3′), 6.13-6.16 (t, J=6.53 Hz, 1 H, H1′), 7.38
(s, 1 H, H6), 9.20 (s, 1H, NH). 13C NMR δC (125 MHz, CDCl3) -4.87 & -4.71
(SiCH3), 12.48 (5CH3), 17.94 (SiC), 25.70 (SiC(CH3)3), 40.49 (C2′), 61.93 (C5′ ),
75.57 (C3′), 86.77 (C1′), 87.59 (C4′), 110.96 (C5), 137.04 (C6), 150.42 (C2), 163.96 (C4 ).
5’-O-(4-monometoksitrityyli)-3’-O-levulinyylitymidiini (43)
3.80 g (7.38 mmol, 1 ekv) yhdistettä 36 kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti
ACN:n kanssa, jonka jälkeen se liuotettiin 1 ml:aan pyridiiniä ja 40 ml:aan ACN:a.
Seokseen lisättiin 1.33 g (11.5 mmol, 1.6 ekv) levulinyylihappoa, 2.35 g (11.4 mmol,
1.5 ekv) DCC:tä ja katalyyttinen määrä DMAP:a. Reaktioliuosts sekoitettiin yön
yli huoneenlämpötilassa, minkä aikana siihen muodostui DCU-sakkaa. DCU-sakka
suodatettiin pois ja suodokseen lisättiin 30 ml:a metanolia DCC:n tuhoamiseksi.
Reaktioliuosta sekoitettiin 15 min, jonka jälkeen se haihdutettiin kuiviin. Tuote
puhdistettiin silikakromatografialla käyttäen eluenttina gradienttia 0-2 %:a MeOH:a
DCM:ssa. Tuotteen saanto oli 4.09 g (90.5 %).1H NMR δH (500 MHz, d-asetoni)
1.43 (s, 3 H, 5CH3), 2.17 (s, 3 H, levMe), 2.41-2.44 (dd, J=5.31 Hz, 13.93 Hz, 1 H,
H2′/H2′′), 2.55-2.57 (m, 1 H, H2′′/H2′), 2.56 (m, 2 H, levCH2), 2.57 (m, 2 H, levCH2),
3.39-3.42 (dd, 1 H, J=1.78 Hz, 10.27 Hz, H5′′/H5′), 3.48-3.50 (dd, 1 H, J=2.53 Hz,
10.11 Hz, H5′/H5′′), 3.80 (s, 3 H, MMTrOMe), 4.15 (s, 1 H, H4′), 5.45-5.49 (m, 1 H,
H3′), 6.35-6.37 (dd, J=6.91 Hz, 8.13 Hz, 1 H, H1′), 6.92 (m, 2 H, MMTr), 7.26-7.29
(M, 2 H, MMTr), 7.35 (m, 6 H, MMTr), 7.49 (m, 4 H, MMTr), 7.60 (s, 1 H, H6), 9.98
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(s, 1H, NH). 13C NMR δC (125 MHz, d-asetoni) 12.11 (5CH3), 28.67 (levCH2), 29.59
(levMe), 38.24 (levCH2), 37.98 (C2′), 55.57 (MMTrOMe), 64.84 (C5′ ), 75.90 (C3′),
84.52 (C4′), 85.04 (C1′), 111.32 (C5), 114.10 & 128.00 & 128.01 & 128.82 & 129.21 &
129.20 & 131.35 (MMTr), 136.18 (C6), 87.94 & 135.88 & 145.14 & 145.33 & 159.94
(Cq-MMTr), 151.29 (C2), 164.12 (C4 ), 172.89 & 206.12 (C=O-lev).
3’-O-levulinyylitymidiini (30)
1.71 g (2.79 mmol, 1 ekv) yhdistettä 43 liuotettiin 25 ml:aan 8:2 etikkahappo-
vesiliuosta. Reaktioliuosta sekoitettiin 3 h huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen se
haihdutettiin kuiviin pyöröhaihduttimella. Tuote puhdistettiin silikakromatografisesti
käyttäen eluenttina gradienttia 0-4 %:a MeOH:a DCM:ssa. Tuotteen saanto oli 0.95 g
(65 %) ja lähtöainetta saatiin takaisin 0.38 g (22 %). 1H NMR δH (500 MHz, CDCl3)
1.87 (s, 3 H, 5CH3), 2.18 (s, 3 H, levMe), 2.38-2.38 (m, 2 H, H2′&H2′′), 2.56 (t, J=5.84
Hz, 2 H, levCH2), 2.75 (t, J=5.84 Hz, 2 H, levCH2), 2.25 (broad, 1 H, 5’OH), 3.86 (m,
2 H, H5′′/H5′), 4.06 (s, 1 H, H4′), 5.33 (s, 1 H, H3′), 6.20-6.38 (t, J=6.88 Hz, 1 H, H1′),
7.56 (s, 1 H, H6), 9.59 (s, 1H, NH). 13C NMR δC (125 MHz, CDCl3) 12.43 (5CH3),
27.89 (levCH2), 29.71 (levMe), 37.13 (C2′), 37.76 (levCH2), 62.33 (C5′ ), 74.93 (C3′),
85.03 (C4′), 85.79 (C1′), 111.20 (C5), 136.49 (C6), 150.61 (C2), 164.11 (C4 ), 172.51 &
206.80 (C=O-lev).
5’-O-(4,4’-dimetoksitrityyli)-3’-O-levulinyyli-TT-dimeeri (44)
0.098 g (0.029 mmol, 1 ekv) yhdistettä 30 ja 0.20 g (0.029 mmol, 1 ekv) yhdistettä 33
kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti pyridiinin kanssa. Lähtöaineet liuotettiin
4 ml:aan 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta. Reaktioliuokseen lisättiin 0.15 g (0.057, 2
ekv) BOP-Cl, jonka jälkeen sitä sekoitettiin 1.5 h huoneenlämpötilassa. Seos laimen-
nettiin 25 ml:lla DCM:a ja reaktio pysäytettiin 1 M fosfaattipuskurilla. Orgaaninen
ja vesifaasi erotettiin, vesifaasi takaisinuutettiin 15 ml:lla DCM:a. Orgaaninen faasi
kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin.
3’-O-levulinyyli-TT-dimeeri (45)
142 mg 44 liuotettiin 5 ml:an DCM. Seokseen lisättiin 9 ml 3 %:a dikloorietikkahappoa
DCM:ssa. Reaktioliuosta sekoitettiin 1 min huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen reaktio
lopetettiin 0.5 M:lla fosfaattipuskurilla. Vesi ja orgaaninen faasi erotettiin ja vesifaasi
takaisinuutettiin 2 x 20 ml:lla ja 4 x 10 ml:lla DCM:lla. orgaaninen faasi kuivattiin
Na2SO4 ja haihdutettiin kuivaan. Tuote puhdistettiin silikakromatografisesti käyttäen
eluenttina 0-20 %:a isopropanolia EtOAc:ssa. Saanto oli 11 mg valkoista vaahtoa. 31P




0.75 g (2.11 mmol, 1 ekv) yhdistettä 29 ja 1.22 g (2.11 mol, 1 ekv) yhdistettä 33
kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti pyridiinin kanssa. Kuivatut lähtöaineet
liuotettiin 9 ml:n 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta, ja seokseen lisättiin 1.07 g (4.2
mmol, 2 ekv) BOP-Cl:a. Reaktioliuosta sekoitettu 2 h huoneenlämpötilassa, jonka
jälkeen seos laimennettiin 20 ml:lla DCM:a. Reaktio lopetettiin lisäämällä 40 ml:a
1 M fosfaattipuskuria. Orgaaninen ja vesifaasi erotettiin, vesifaasi takaisinuutettiin
3 x DCM:lla. Orgaaninen faasi suodatettiin, kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja
haihdutettiin kuiviin. Raakatuote (1.86 g) puhdistettiin silikakromatografisesti käyt-
täen eluenttina 0-5 %:a MeOH:a 0.1 % TEA:a DCM:ssa. Tuotteen saanto 1.14 g (58 %).
3’-O-tert-butyylidimetyyilisilyyli-TT-dimeeri (46)
1.14 g (1.12 mmol, 1 ekv) yhdistettä 47 liuotettiin 50 ml:aan 3 % DCA:a DCM:ssa.
Reaktioliuosts sekoitettiin 40 min huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen se lopetettiin
100 ml:lla 0.5 M fosfaattipuskuria. Vesi ja orgaaninen faasi erotettiin, vesifaasi takai-
sinuutettiin 5 x 20 ml:lla DCM:a, kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin
kuiviin. Raakatuote puhdistettiin silikakromatografialla käyttäen eluenttina 0-20 %
isopropanolia EtOAc:ssa. Tuote ja lähtöfraktio haihdutettiin kuiviin. Saanto 0.29 g
(35 %) ja lähtöainetta saatiin takaisin 0.39 g (33.8 %). 31P NMR δP (202 MHz),
9.81-10.39 (d, J=117.47 Hz)
5’-O-(4-monometoksitrityyli)-3’-O-tert-butyylidimetyyilisilyyli-TTT-
trimeeri (48)
0.27 g (0.40 mmol, 1 ekv) yhdistettä 46 ja 0.23 g (0.41 mmol, 1 ekv) yhdistettä
33 kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti pyridiinin kanssa. Lähtöaineet liuo-
tettiin 8 ml:aan 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta, jonka jälkeen siihen lisättiin 0.21 g
(0.82 mmol, 2 ekv) BOP-Cl:a. Reaktioliuosta sekoitettiin 2 h huoneenlämpötilassa,
jonka jälkeen se laimennettiin 50 ml:lla DCM:a. Reaktio lopetettiin 30 ml:lla 1 M
fosfaattipuskuria. Vesi ja orgaaninen faasi erotettiin, vesifaasi takaisinuutettiin 3 x
DCM:lla. Reaktio kuivattiin Na2SO4:lla, suodatettiin ja haihdutettiin kuiviin. Tuote
puhdistettiin silikakromatografialla käyttäen eluenttina 0-4 %:a MeOH:a 0.1 % TEA
DCM:ssa. Reaktio ei tuottanut haluttua tuotetta
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-3’-O-sukkinyylitymidiini (52)
2.37 g (4.36 mmol, 1.1 ekv) yhdistettä 37, 0.40 g (3.95 mmol, 1 ekv) butaanidi-
happoanhydridiä (51) ja 0.26 g (2.16 mmol, 0.55 ekv) DMAP:ia liuotettiin noin
10 ml:n kuivaa pyridiiniä. Reaktioliuosta sekoitettiin huoneenlämpötilassa yön yli.
Reaktio ei ollut mennyt loppuun asti TLC:n perusteella, joten seokseen lisättiin
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pieni määrä DMAP:ia ja reaktiota jatkettiin vielä muutama tunti, jonka jälkeen
lisättiin muutama ml MeOH:a reaktion lopettamiseksi. Reaktioseos haihdutettiin kui-
viin, liuotettiin DCM:n, uutettiin 2x 10 %:lla sitruunahappoliuoksella, 1 x vedellä ja
1 x brinellä. Tuote kuivattiin Na2SO4:lla ja haihdutettiin kuiviin. Saanto 2.7 g (106 %).
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-tymidinyyli-polyetyleeniglykolisukkinaatti
(50)
2.7 g (4.19 mmol, 1 ekv) yhdistettä (52), 18 g (3.6 mol, 870 ekv) polyetyleeniglyko-
lialkoholia (49) ja 0.86 g (4.2 mmol, 1 ekv) DCC:tä liuotettiin 100 ml:n asetonitriiliä.
Reaktioliuosta sekoitettiin yön yli huoneenlämpötilassa. Muodostunut DCU-sakka
suodatettiin pois ja noin puolet asetonitriilistä haihdutettiin pois. Tuote sakattiin
500 ml:lla eetteriä, suodatettiin ja sakka otettiin talteen. Sakka liuotettiin 80 ml:aan
DCM:a ja sakattiin 500 ml:lla eetteriä. Tuote sakattiin ja sakka kuivattiin vakuu-
missa. Vapaat OH-ryhmät poistettiin liuottamalla tuote 80 ml:aan ACN:a. Seokseen
lisättiin järjestyksessä 10 ml:a Ac2O, 10 ml:a lutidiinia ja 5 ml:a metyyliimidatsolia.
Reaktioliuosta sekoitettiin 10 min huoneenlämpötilassa, jonka jälken tuote sakattiin
eetterillä. Tuotteen lataukseksi mitattiin 180 µmol/g.
tymidinyyli-PEG-sukkinaatti (28)
1.00 g (180 µmol) yhdistettä 50 liuotettiin 10 ml:aan DCM:a. Seokseen lisättiin 10
ml:a 6 % DCA:a DCM:ssa. Reaktioliuosta sekoitettiin 15 minuuttia huoneenlämpö-
tilassa, jonka jälkeen se lopetettiin lisäämällä 5 ml:a MeOH:a. Tuote saostettiin 200
ml:lla eetteriä, suodatettiin ja kuivattiin.
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-3’-O-PEG-TT-dimeeri (53)
Menetelmä A; BOP-Cl kytkentäreagenssina: 1.00 g (180 µmol) yhdistettä 50
liuotettiin 10 ml:aan DCM:a. Reaktioseokseen lisättiin 10 ml:a 6 % DCA DCM:ssa.
Reaktioliuosta sekoitettiin 20 minuuttia huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen tuote
saosteettiin eetterillä. Tuote liuotettiin sintteristä kolviin DCM:lla ja haihdutettiin
kuiviin. Kolviin lisättiin 0.64 g (900 µmol) yhdistettä 34 ja lähtöaineet kuivattiin
haihduttamalla atseotrooppisesti asetonitriilin kanssa. Kuivatut reagenssit liuotettiin
10 ml:n 1:3 pyridiini-asetonitriililiuokseen. Seokseen lisättiin 0.46 g (1800 µmol, 10
ekv) BOP-Cl:a ja sekoitettiin noin 4 h huoneenlämpötilassa. Reaktioliuos suodatettiin
muodostuneen suolan poistamiseksi ja suodos saostettiin eetterillä. Tuote suodatet-
tiin, pestiin etterillä ja liuotettiin sintteristä asetonitriilillä. Seokseen lisättiin pieni
määrä TEA:a jotta tuote pysyisi emäksisenä ja asetonitriili haihdutettiin pois. Tuote
liuotettiin 10 ml:aan DCM:a ja 1 ml:aan TBA:a. Reaktioliuosts sekoitettiin 2 min
huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen tuote sakattiin eetteristä.
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Menetelmä B; pivaoyylikloridi kytkentäreagenssina: 1.00 g (180 µmol)
yhdistettä 50 liuotettiin 10 ml:aan DCM:a. Reaktioseokseen lisättiin 10 ml:a 6 % DCA
DCM:ssa. Reaktioliuosts sekoitettiin 15 minuuttia huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen
tuote saosteettiin eetterillä, suodatettiin ja pestiin eetterillä. Tuote liuotettiin irti
sintteristä DCM:lla. DCM haihdutettiin kuiviin ja astiaan lisättiin 0.64 g (900 µmol, 5
ekv) yhdistettä 34 ja lähtöaineet kuivattiin haihduttamalla atseotrooppisesti asetonit-
riilin kanssa. Kuivatut reagenssit liuotettiin 10 ml:n 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta,
jonka jälkeen reaktioliuoseen lisättiin 0.334 ml (2700 µmol, 15 ekv) pivaoyylikloridia.
Reaktioliuosta sekoitettiin 4 h huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen tuote sakattiin
eetterillä, suodatettiin ja pestiin eetterillä. Tuote liuotettiin sintteristä asetonitriilillä
ja pienellä määrällä TEA:a. Tuote haihdutettiin, liuotettiin asetonitriiliin ja sakattiin
eetterillä.
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-3’-O-PEG-TTT-trimeeri (55)
Menetelmä A; BOP-Cl kytkentäreagenssina: Menetelmällä A valmistettu 53
liuotettiin 10 ml:n DCM:a ja reaktioliuokseen lisättiin 10 ml:a 6 % DCA:a DCM:ssa.
Reaktioliuosta sekoitettiin 15 min huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen tuote sakattiin
eetteristä. Tuote ja 0.64 g (900 µmol, 5 ekv) yhdistettä 34 kuivattiin haihduttamalla
atseotrooppisesti asetonitriilin kanssa. Lähtöaineet liuotettiin 10 ml:n kuivaa 1:3
pyridiini-asetonitriililiuosta. Reaktioliuokseen lisättiin 0.46 g (1800 µmol, 10 ekv)
BOP-Cl:a ja sekoitettiin 4 h huoneenlämpötilassa. Tuote sakattiin eetterillä, suoda-
tettiin ja pestiin eetterillä jossa oli pieni määrä TBA:a emäksisyyden säilyttämiseksi.
Tuote puhdistettiin liuottamalla se asetonitriiliin ja pieneen määrään TBA:a ja saosta-
malla eetteristä. Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä, jossa oli pieni määrä TEA:a.
Menetelmä B; pivaoyylikloridi kytkentäreagenssina: Menetelmällä B valmis-
tettu 53, jossta DMTr oli irronnut (54) ja 0.64 g (900 µmol, 5 ekv) yhdistettä 34
kuivattiin haihduttamalla asetonitriilillä ja pyridiinillä. Lähtöaineet liuotettiin 10
ml:aan 1:3 pyridiini-asetonitriililiuosta. Seokseen lisättiin 0.334 ml (2700 µmol, 15 ekv)
pivaoyylikloridia ja sekoitettiin 4 h huoneenlämpötilassa. Reaktioliuos suodatettiin ja
sakattiin eetteristä. Tuote liuotettiin asetonitriilillä ja TEA:lla ja sakattiin uudelleen
eetterillä: Tuote suodatettiin ja pestiin eetterillä ja TEA:lla.
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-3’-O-PEG-TTT-trimeeri hapetus (56)
Menetelmä A; BOP-Cl kytkentäreagenssina: Menetelmällä A valmistettu 55
liuotettiin asetonitriiliin ja pyridiiniin, minkä jälkeen se haihdutettiin kuiviin. Seokseen
lisättiin 10 ml:a 2 %:a jodia 4:96 vesi-pyridiiniliuoksessa. Reaktioliuosta sekoitettiin
30 min huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen reaktio lopetettiin saostamalla eetteristä.
Tuote pestiin eetterillä, liuotettiin asetonitriiliin ja pyridiiniin ja haihdutettiin kuiviin.
Tuote säilytettiin pakastimessa.
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Menetelmä B; pivaoyylikloridi kytkentäreagenssina: Menetelmällä B valmis-
tettu 55 liuotettiin sintterillä asetonitriilillä ja pyridiini. Liuottimet haihdutettiin
lähes kuiviin ja lähtöaine liuotettiin 10 ml:aan 2 %:a jodia 4:96 vesi-pyridiiniliuoksessa.
Reaktioliuosts sekoitettiin 30 min huoneenlämpötilassa, jonka jälkeen reaktio lope-
tettiin saostamalla tuote eetteristä. Tuote pestiin eetterillä, liuotettiin sintteristä
pyridiinillä ja asetonitriilillä ja haihdutettiin kuiviin. Tuote säilytettiin pakastimessa.
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-TTT-trimeeri (40)
Menetelmä A; BOP-Cl kytkentäreagenssina: Menetelmällä A valmistettu 56
liuotettiin 25 %:een ammoniakkiin. Reaktiota suojattiin argonilla ja sekoitettiin yön
yli 60 ◦C:ssa. Reaktio lopetettiin haihduttamalla seos kuiviin.
Menetelmä B; pivaoyylikloridi kytkentäreagenssina: Menetelmällä B valmis-
tettu 56 liuotettiin 25 %:een ammoniakkiin. Reaktioliuosta sekoitettiin yön yli 60
◦C:ssa, jonka jälkeen ammoniakki haihdutettiin pois.
5’-O-(4,4’-dimetoksirityyli)-TTT-trimeeri esipuhdistus
Liukoisella kantajalla valmistettu 40 esipuhdistettiin Bond Elut C18 SPE-kolonnin
avulla käyttäen seuraavaa menetelmää. 200 mg vettä sisältävää yhdistettä 40 (n 11 %
tuotteesta) liuotettiin 1 ml 2 M TEAOAc ja muutamaan tippaan ACN:a.
1. SPE-kolonni aktivoitiin asetonitriilillä.
2. SPE-kolonni pestiin 40 ml:lla H2O.
3. SPE-kolonni pestiin 10 ml:lla 0.1 M pH 8 TEAOAc.
4. Näyte lisättiin SPE-kolonniin.
5. Näytettä eluoitiin 10 ml:lla 0.1 M pH 8 TEAOAc.
6. Näytettä eluoitiin 90 ml:lla H2O.
7. Näytettä eluoitiin 50 ml:lla 50:50 H2O:ACN
8. Näytettä eluoitiin 50 ml:lla ACN.
Tuote eluoitui kohdassa 7. Esipuhdistetun tuotteen saanto oli 73 mg. HPLC:n perus-
teella arvioitiin että tästä 60 % eli 44 mg oli tuotetta. Synteesin saanto yhdisteestä 40
arvioitiin olevan 40-50 %.
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